



BIOLOŠKA AKTIVNOST IN SKLADIŠČENJE CVETNEGA 
PRAHU V CELICAH SATJA KRANJSKE ČEBELE (Apis mellifera 
carnica)
DOKTORSKA DISERTACIJA
BIOLOGICAL ACTIVITY AND STORAGE OF POLLEN IN COMB 
CELLS IN CARNIOLAN BEE (Apis mellifera carnica)
PhD THESIS
Ljubljana, 2018
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          II
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniške fakultete in 
sklepa  Komisije  za doktorski  študij  Univerze v Ljubljani  z  dne  19.  9.  2012 je  bilo 
potrjeno,  da  kandidat  izpolnjuje  pogoje  za  opravljanje  doktorata  znanosti  na 
Interdisciplinarnem doktorskem študijskem programu Bioznanosti, znanstveno področje 
biologija. Za mentorja je bil imenovan izr. prof. dr. Janko Božič.
Doktorska  disertacija  je  zaključek  podiplomskega  študija  Bioznanosti  s  področja 
biologije na Biotehniški fakulteti Univerze v Ljubljani. Terensko delo smo izvedli na 
dveh lokacijah v Zadrečki dolini. Pelodne ter fizikalno-kemijske analize smo izvedli v 
laboratorijih Biotehniške fakultete v Ljubljani, Oddelek za biologijo. 
Komisija za oceno in zagovor:
Predsednik: prof. dr. Rok KOSTANJŠEK
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo
Članica: doc. dr. Gordana GLAVAN
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo
Član: prof. dr. Samo KREFT




Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          III
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018




KG Apis mellifera carnica, medonosna čebela, čebelji kruhek, cvetni prah, med, 
celični profil, biološko aktivne snovi, fenolne spojine, glukonska kislina, 
mlečnokislinske bakterije, mlečna kislina, fermentacija, protibakterijsko 
delovanje, Staphylococcus aureus
AV PODRIŽNIK, Blaž, prof. biol. in gosp. 
SA BOŽIČ, Janko (mentor)
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Interdisciplinarni doktorski študijski 
program Bioznanosti, znanstveno področje biologija
LI 2018
IN BIOLOŠKA AKTIVNOST IN SKLADIŠČENJE CVETNEGA PRAHU V 
CELICAH SATJA KRANJSKE ČEBELE (Apis mellifera carnica)
TD Doktorska disertacija
OP XVI, 159 str., 10 pregl., 29 sl., 35 pril., 387 vir.
IJ sl
JI sl/en
AI Čebelji kruhek je predelan cvetni prah, skladiščen v satju, ki je na vrhu pokrit z 
medom in  zaprt  z  voščenim pokrovčkom.  Proces  zbiranja  in  pakiranja  smo 
spremljali v času cvetenja pravega kostanja (Castanea sativa). Satne celice smo 
pridobili v različnih fazah predelave cvetnega prahu v čebelji kruhek. Vzorce 
smo  po  plasteh  testirali  glede  na  vsebnost  cvetnega  prahu,  protibakterijsko 
delovanje, na vsebnost fenolnih spojin, glukonske in mlečne kisline ter glukoze 
in fruktoze. Vsebnosti fenolnih spojin, ki so bile najvišje na dnu satnih celic, 
niso korelirale s protibakterijskim delovanjem. Mlečna in tudi glukonska kislina 
sta ločeno vplivali na protibakterijsko delovanje, njun skupni učinek pa je bil še 
močnejši. Izmerjena koncentracija glukonske kisline v čebeljem kruhku je bila 
90–370 x večja od koncentracije mlečne kisline. V sistemu satne celice sta bila 
sladkorja  fruktoza in glukoza pokazatelja deleža medu,  prisotnega v cvetnem 
prahu, njuna medsebojna odvisnost pa močna in pričakovana. Biološka aktivnost 
čebeljega  kruhka  je  tako  posledica  vzajemnih,  lahko  tudi  ločenih  procesov 
delovanja mikroorganizmov,  predvsem mlečnokislinskih bakterij  in  postopne 
obdelave s strani čebel, kar se odraža v profilu satih celic s čebeljim kruhkom. 
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AB Bee bread is processed pollen stored in honeycomb, which is at the top covered 
with  honey and  wax  cap.  Process  of  collecting  and  packing  was  monitored 
during Sweet chestnut (Castanea sativa) blooming time. Cells were sampled in 
different  phases  during  processing  into  bee  bread.  Samples  were  analyzed 
according  to  pollen  type  content,  antibacterial  activity,  phenolic  compounds, 
gluconic and lactic acid, also glucose and fructose. Phenolic compounds did not 
correlate  to  antibacterial  activity  and  was  the  highest  at  the  bottom  of  the 
honeycomb cell. Lactic acid, as well as gluconic acid separately contribute to the 
antimicrobial  activity,  showed  that  both  together  act  stronger  then  each  one 
alone. The measured concentration of gluconic acid in bee bread was 90 - 370 x 
greater than the lactic acid concentration. In system of comb cell both sugars, 
fructose and glucose were indicators of honey contribution in stored bee pollen 
with strong correlation between them as we expected. Biological activity of the 
bee  bread  is  a  consequence  of  joint  and  also  separated  activities  of 
microorganisms, especially lactic acid bacteria and gradual processing by bees, 
which can be observed through the profiles of the comb cells with the bee bread.
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Asteraceae J tip nebinovke tipa glavinca
Asteraceae T tip nebinovke tipa regrada in potrošnika     
AŽ panj Alberti-Žnideršič panj
CPsp (bbl) spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice             
(angl. bee bread from bottom layer of comb cell)  
CPsr (bml) srednja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice 
                                               (angl. bee bread from middle layer of comb cell)
CPzg (bul) zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice  
                                               (angl. bee bread from upper layer of comb cell)
"Csct" faktor za označevanje deleža cvetnega prahu pravega  
                                               kostanja Castanea sativa v satni celici - "čisti" in "mešani" 
                                               (angl. Castenea sativa cell type)
FC metoda Folin-Ciocalteu metoda
Fru        fruktoza (angl. fructose)
FS (PC) fenolne spojine (angl. phenolic compounds)
GK (GA) glukonska kislina (angl. gluconic acid)
Glu       glukoza (angl. glucose)
HPAEC-PAD anionsko izmenjevalna tekočinska kromatografija visoke  
zmogljivosti s pulzno amperometrično detekcijo (angl. 
high-performance anion-exchange chromatography with 
pulsed amperometric detection)
HPLC visokotlačna tekočinska kromatografija (angl. high-      
                                               performance liquid chromatography) 
IC (IZ) inhibicijska cona (angl. inhibition zone)
K (c)                                       kontrola (angl. control)
m (h) med iz medne satne celice (angl. honey extracted from 
                                               honeycomb cells) 
mcp (hab) med nad cvetnim prahom (angl. honey stored above  
                                               bee bread)
MIC minimalna inhibitorna koncentracija (angl. minimal       
                                               inhibitory concentration)
MiliQ bidestilirana voda
MK mlečna kislina
o                                             kategorija odkritega tipa satja
p                                             kategorija pokritega tipa satja
"plast"                        faktor za označevanje plasti satne celice s cvetnim prahom
s    kategorija staranega tipa satja
"tip"            faktor za označevanje tipa satne celice 
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SLOVARČEK
Acer sp. javor
Acetobacteraceae bakterije ocentnega kisanja družine 
Acetobacteraceae
Allium sp. luk
Alphaproteobacteria alfa proteobakterije 
Apidae družina pravih čebel
Apis mellifera medonosna čebela
Aspergillus sp. glavičasta plesen




Betaproteobacteria beta proteobakterije 
Betula sp. breza













Fraxinus ornus mali jesen
Gammaproteobacteria gama proteobakterije 
Hypericum sp. krčnica
Ileum tanko črevo
Lactobacillus sp. mlečnokislinke bakterije rodu Lactobacillus
Leptospermum scoparium Manuka drevo iz Nove Zelandije
Lotus sp. nokota
Melilotus sp. medena detelja
Myosotis sp. spominčica
Ostium proventricularis ustje srednjega črevesa
Papaver sp. mak
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Pecten resasti glavnik
Penicillium sp. vrsta plesni, ki izloča antibiotik penicilin
Phacelia sp. facelija
Plantago sp. trpotec
Plebeia sp. skupina neželatih čebel
Poaceae trave
Pretarsus stopalce
Psidium sp. Gvajava drevo iz Srednje Amerike
Rectum blatnik
Rubus sp. robida
Salix sp.                                             vrba
Salvia sp. kadulja
Sporodermis ovojnica pelodnega zrnca
Staphylococcus aureus bakterija zlati stafilokok
Symphytum sp. gabez
Taraxacum officinale navadni regrat
Tarsus stopalce
Thymus sp. materina dušica
Tibia golen
Tilia sp. lipa
Trifolium repens plazeča detelja




Quercus sp.                                        hrast
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1 UVOD
1.1 UTEMELJITEV PREDLAGANE RAZISKAVE
Čebelji pridelki, med njimi tudi med in cvetni prah, se lahko zaradi bioloških učinkov 
uporabljajo v zdravstvene namene. Tako so recimo blagodejno učinkovanje medu pri 
zdravljenju poznali že v egiptovski kulturi. Tudi v moderni dobi je veliko zanimanje za 
čebelje pridelke med drugim usmerjeno tudi na področje proučevanja njihove biološke 
aktivnosti,  predvsem  protibakterijskega  delovanja.  Med  njimi  zasledimo  tudi 
proučevanje vpliva čebeljih izločkov na predelavo čebeljih pridelkov  (Winston, 1987)
kot  tudi  proučevanje  končnih  produktov  predelave.  Prehransko  najbolj  pester  je 
skladiščen  cvetni  prah,  poimenovan  v  tuji  strokovni  literaturi  kot  čebelji  kruhek, 
obdelan z mlečnokislinskimi bakterijami  (Gilliam, 1979a, 1997; Vásquez in Olofsson, 
2009) in na koncu skladiščenja pokrit s tanko plastjo medu. Dosedanje raziskave so 
temeljile  na celotnih  izrezih  satnih  celic  s  čebeljim kruhkom ter  vsebnosti  medu iz 
mednih satnih celic. Pri njih so spremljali predvsem protibakterijsko delovanje (Audisio 
in  sod.,  2005;  Abouda  in  sod.,  2011),  vsebnost  fenolnih  spojin  in  antioksidativno 
delovanje (Nagai in sod., 2004; Baltrušaitytė in sod., 2007a), antioksidativno delovanje 
na področju vrstne specifičnosti  cvetnega prahu  (Gabriele  in  sod.,  2015),  sladkorjev 
(Herbert in Shimanuki, 1978) ter nekaterih ostalih spremenljivk, na primer vsebnosti 
vitaminov (Haydak in Vivino, 1950) in mineralov (Stanciu in sod., 2009; Anđelković in 
sod., 2013). Zanimivo je, da dosedanje raziskave ne omenjajo dogajanja znotraj profilov 
satnih  celic  kot  posledice  postopnega  skladiščenja  cvetnega  prahu.  V  raziskovanju 
profila znotraj celic s čebeljim kruhkom smo videli raziskovalni izziv, ki lahko ponudi 
bistveni preskok v razumevanju vloge čebel pri skladiščenju cvetnega prahu.
1.2 NAMEN RAZISKAVE
Namen raziskave je bil z analizo profilov satnih celic, napolnjenih s čebeljim kruhkom 
različnih starosti, spoznati procese, ki se odvijajo med predelavo cvetnega prahu s strani 
čebel. Ravno zato je bil cilj naših raziskav pridobiti vpogled v dogajanje znotraj profila 
satnih celic, kot tudi povezav glede na tip proučevanega satja in prikazati medsebojno 
odvisnost določenih raziskovalnih spremenljivk. Z raziskavo smo želeli pridobiti tudi 
temelje  za  nov  pristop  k  tehnologiji  čebelarjenja,  ki  bi  vključevala  pridobivanje 
čebeljega kruhka in  nad njim skladiščenega medu.  Naše raziskave  smo osnovali  na 
proučevanju protibakterijskega delovanja,  sestave cvetnega prahu, vsebnosti  fenolnih 
spojin,  glukonske  in  mlečne  kisline  ter  sladkorjev  v  posameznih  plasteh  čebeljega 
kruhka, kakor tudi v medu nad čebeljim kruhkom in v medu v celicah brez čebeljega 
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kruhka. V nadaljevanju so nas zanimale tudi medsebojne povezave med opazovanimi 
spremenljivkami v plasteh znotraj profilov satnih celic. Predvsem smo želeli proučiti 
najvišje vrednosti protibakterijskega delovanja in fenolnih spojin v čebeljem kruhku in 
medu v povezavi z njunim načinom in mestom skladiščenja v satnih celicah. Ker lahko 
predelava cvetnega prahu pomembno vpliva tudi na kvaliteto in biološko vrednost medu 
skladiščenega  nad  čebeljim  kruhkom,  želimo  pridobljene  rezultate  naših  raziskav 
vključiti tudi v čebelarsko prakso v Sloveniji. Ta namreč pogosto vključuje prestavljanje 
satja s cvetnim prahom iz plodišča v medišče. Vendar pa te sate čebelarji ob točenju 
medu iztočijo s preostalimi mediščnimi sati. Ta med bi čebelarji lahko zaradi zvišanega 
protibakterijskega  delovanja  tržno  izkoristili,  največji  potencial  pa  bi  predstavljala 
uvedba  takšnega  medu  na  področje  medicine.  Uporabili  bi  ga  lahko  predvsem  za 
namene zdravljenja ran bolnikov, kjer se je med že uveljavil. Pridobljene rezultate lahko 
ravno tako vključimo v možnosti  koriščenja novih znanj za pojasnitev že obstoječih 
specifičnih lastnosti  medu, pridelanega v Sloveniji,  kot  so večja gostota in vsebnost 
fenolnih spojin. Naše raziskave želimo podkrepiti s spoznanjem, da dosedanji pregled 
rezultatov na področju raziskav skladiščenja hrane pri medonosnih čebelah ni omogočal 
vpogleda  v  celovito  sliko  medsebojnih  soodvisnosti  spremenljivk,  ki  sodelujejo  pri 
skladiščenju  hrane.  Predvsem  je  potrebno  omeniti,  da  ni  bilo  nikakršnih  izsledkov 
raziskav  dogajanja  znotraj  profila  satnih  celic  pri  skladiščenju  hrane  in  pomena 
proučevanih spremenljivk na skladiščenje hrane v tako pripravljenem mikro-okolju, kot 
je  satna  celica.  Predvsem želimo prikazati  in  ovrednotiti  nov način  razmišljanja  pri 
skladiščenju  hrane  v  satnih  celicah  s  stališča  fermentacije  hrane  ter  pomenu 
spremenljivk, ki odločilno vplivajo nanjo. Menimo namreč, da so bile ugotovitve večine 
dosedanjih raziskav, povezanih s fermentacijo skladiščene hrane pri čebelah, napačno 
interpretirane. Na podlagi predstavljenih rezultatov v doktorski nalogi želimo seznaniti 
in pravilno usmeriti širšo strokovno skupnost, kar lahko v prihodnosti privede do novih 
spoznanj na področju skladiščenja hrane pri čebelah.
1.3 DELOVNE HIPOTEZE                    
Pri  postavitvi  hipotez  smo  kot  osnovo  uporabili  rezultate  preliminarnih  raziskav 
pridobljenih na vzorcih, odvzetih na staranem satju. V okviru osrednje hipoteze smo 
sklepali,  da  je  protibakterijsko  delovanje  čebeljega  kruhka  odvisno  od  procesov 
predelave in zorenja znotraj satnih celic. Pri predstavitvi osrednje delovne hipoteze smo 
testirali več ničelnih hipotez, ki so navedene v nadaljevanju:
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H01: znotraj profila celice satja ni razlik v biološki aktivnosti cvetnega prahu.
 
Opažena  je  plastovitost  vsebine  celice  s  skladiščenim  cvetnim  prahom.  Postopno 
polnjenje in zorenje lahko pomeni tudi različno biološko aktivnost v profilu satne celice. 
To  bi  se  lahko  odrazilo  tako  v  protibakterijskem  delovanju  kot  tudi  z  vsebnostjo 
fenolnih  spojin,  indikatorju  za  antioksidativno  delovanje,  v  različnih  plasteh 
preučevanih celic s čebeljim kruhkom.
H02:  biološka  aktivnost  cvetnega  prahu  znotraj  profila  celice  satja  ni  odvisna  od 
staranja.
Zanimal  nas  je  vpliv  staranja  na  biološko  aktivnost  cvetnega  prahu  ter  v  katerem 
časovnem  okviru  je  bil  vpliv  najmočnejši.  To  smo  preverili  s  protibakterijskim 
delovanjem in vsebnost fenolnih spojin v izvlečkih posameznih plasti vzorčenih satnih 
celic. Vpliv staranja glede na čas skladiščenja cvetnega prahu v satju smo preverjali pri 
različnih tipih  celic.  Zanimalo  nas  je  dogajanje v odkritih  satnih  celicah  s  čebeljim 
kruhkom ter v sveže pokritih in staranih satnih celicah s čebeljim kruhkom in plastjo 
medu skladiščenega nad njim. Starane satne celice smo odvzeli iz satov zorenih 4 tedne. 
H03: k biološki aktivnosti cvetnega prahu v profilu celice satja ne prispeva botanično 
poreklo cvetnega prahu.
 
Zanimale so nas razlike v botaničnem poreklu cvetnega prahu znotraj plastovitosti celic, 
še  posebej  pa  smo  želeli  odgovoriti  na  vprašanje,  kaj  se  dogaja  pri  bolj  ali  manj 
enakomerno založenih satnih celicah z eno vrsto cvetnega prahu. Hipotezo smo delno 
preverjali z analizo cvetnega prahu v satnih celicah že nabranega satja, deloma pa s 
poskusom v izraziti paši s cvetnim prahom. 
H04:  k  biološki  aktivnosti  cvetnega  prahu  v  profilu  celice  satja  ne  prispevajo 
mikroorganizmi s svojo presnovo.
Najprej se je domnevalo, da so mikroorganizmi ključni pri skladiščenju cvetnega prahu 
in  oblikovanju  čebeljega  kruhka.  Vprašanje  je,  kako  plastovitost  spreminja  pogoje 
delovanja  ključnih  mikroorganizmov,  predvsem  mlečnokislinskih  bakterij.  Posredno 
smo  to  preverjali  z  vsebnostjo  mlečne  kisline  znotraj  celice  satja  kot  posledico 
metabolne aktivnosti mlečnokislinskih bakterij. 
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H05: k biološki aktivnosti cvetnega prahu v profilu celice satja ne prispevajo čebele s 
svojimi izločki.
Zanimala nas je vloga čebel pri skladiščenju cvetnega prahu ter ali čebele cvetni prah le 
mešajo in  stlačijo,  zorenje pa prepustijo mikroorganizmom. Posredno smo preverjali 
aktivnost  čebeljega  encima  glukoza  oksidaze  preko  merjenja  produkta  glukonske 
kisline, kakor tudi njenega substrata glukoze in spremljajoče fruktoze iz medu. 
Predvidevali  smo,  da  bodo  testirane  hipoteze  omogočile  postavitev  ustreznega 
statističnega modela skladiščenja in zorenja čebeljega kruhka, ki bo vsaj delno razmejil 
vlogo mikroorganizmov in čebel, kar posebej izpostavljam v razpravi.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PREHRANA MEDONOSNE ČEBELE 
Kompleksna družbena ureditev čebelje družine se odraža tudi v prehrani medonosne 
čebele. Prehrana se razlikuje glede na življenjsko obdobje čebel od prehrane ličink, pa 
do prehrane odraslih čebel. Razlike se pojavljajo tudi s stališča zagotavljanja raznolike 
hrane in zastopanosti hranilnih snovi v njej  (Brodschneider in Crailsheim, 2010). Pred 
tem je obsežnejši pregled prehrane pri medonosnih čebelah opisal že Haydak  (1970). 
Hrassnigg in Crailsheim (2005) pa sta v preglednem članku predstavila vlogo prehrane 
čebel na fiziološke spremembe in metabolizem pri različnih starostnih skupinah čebel. 
Čebele v naravi za prehrano in razvoj čebelje družine nabirajo medičino, mano, cvetni 
prah, vodo, same pa s pomočjo obustnih žlez izločajo tudi matični mleček. S tem si 
zagotovijo vse potrebne hranilne snovi za individualno rast ter obstoj in razvoj čebelje 
družine.
Medičino  in  mano,  iz  katerih  proizvajajo  med,  čebele  pridobivajo  v  naravi,  da 
zagotovijo zadostne količine ogljikovih hidratov v svoji prehrani. Količina pridelanega 
medu  na  letnem  nivoju  se  med  družinami  lahko  zelo  razlikuje  in  je  odvisna  od 
geografske  lege,  razširjenosti  medovitih  rastlin  na  določenem območju,  vremenskih 
pogojev, posegov v družino, stanja in razvoja čebelje družine ter zmožnostjo izletavanja 
iz panja. Količinsko lahko čebelja družina v slabih pašnih pogojih pridela malo ali nič 
presežkov medu, v odličnih pašnih pogojih pa lahko tudi 50-100 kg medu. Povprečna 
čebelja družina pa navadno v normalnih pašnih pogojih pridela 10-20 kg medu. Se pa 
navedbe avtorjev za ta podatek zelo razlikujejo.  Woyke (1984) navaja, da posamezna 
čebelja družina pridela med 4 in 26 kg medu.
Tako kot v primeru medu je tudi pridobivanje cvetnega prahu tekom leta odvisno od 
različnih dejavnikov. Skozi koevolucijski razvoj cvetočih rastlin in žuželk je cvetni prah 
poleg ostalih privlačnih sestavnih delov cveta predstavljal nagrado za opravljeno delo, s 
katerim žuželke, kot opraševalci s prenosom cvetnega prahu iz cveta na cvet, oprašujejo 
rastline.  Glavni  vir  cvetnega  prahu  so  žužkocvetne  rastline,  na  katerih  čebele 
pridobivajo medičino, pomemben pa je tudi cvetni prah vetrocvetk, npr. koruza, leska, 
hrast, kjer čebele pridobivajo samo cvetni prah. Cvetni prah čebelji družini predstavlja 
vir beljakovin, ki vsebuje esencialne aminokisline, dodatno pa še vitamine, minerale in 
maščobe. V starejših publikacijah so Wille in sod. (1985) navajali, da posamezna čebela 
delavka  za  delovanje  tekom svojega  celotnega  življenja  porabi  od  160  do  180  mg 
cvetnega prahu, kar pomeni, da posamezna čebelja družina za uspešen razvoj na letni 
ravni potrebuje od 10 do 26 kg cvetnega prahu (Keller in sod., 2005a,b). 
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Cvetni prah vpliva tudi na fiziološke spremembe čebel. Omogoča razvoj podžrelnih žlez 
pri  čebelah  dojiljah,  ki  nato  izločajo  matični  mleček  za  hranjenje  matice  in  ličink 
(Chapman,  1998).  Tekom odraščanja  se  z  uživanjem cvetnega  prahu  razvijejo  tudi 
voskovne žleze.  Pri  trotih pa cvetni  prah omogoči  normalen razvoj  spolnih organov 
(Khismatullina, 2005). Nedavne raziskave prikazujejo, da zadostna količina cvetnega 
prahu v pomladnem času zagotavlja hitrejši  razvoj čebelje družine in večji  doprinos 
medu (Mattila in Otis, 2006), zmanjša lahko tudi vpliv nekaterih zajedavcev (Janmaat in 
sod.,  2000).  V jeseni  pa cvetni  prah  omogoča ustvarjanje  maščobnih  zalog  v obliki 
maščobnih  telesc  dolgoživih  zimskih  čebel  ter  beljakovin,  potrebnih  za  prezimitev. 
Nezadostne  vsebnosti  cvetnega  prahu  v  panju  pa  lahko  povzročijo  tudi  slab  razvoj 
čebelje družine, kar lahko vodi tudi do njenega propada.
Čebele  v  panj  prinašajo tudi  vodo,  ki  omogoča redčenje  medu in  izločkov žlez  pri 
pripravi  hrane  za  hranjenje  zaroda,  ohlajanje  panja  v  vročih  poletnih  dneh  ter 
vzdrževanje vlažnosti panja v območju zalege  (Lindauer, 1955; Kovac in sod., 2010; 
Abou-Shaara, 2012). 
2.1.1 Pašno vedenje čebel
Ob pašni aktivnosti so posamezne čebele specializirane za nabiranje cvetnega prahu ali 
medičine,  lahko tudi  obojega  naenkrat.  Odrasle  čebele  lahko pašne  izlete  in  oskrbo 
zalege prilagodijo glede na potrebe čebelje družine po beljakovinah, ki jo zadostijo s 
cvetnim  prahom,  ogljikove  hidrate  pa  z  medičino  (Winston,  1987;  Schmickl  in 
Crailsheim, 2004). Pašno vedenje čebel pri pridobivanju cvetnega prahu je odvisno od 
krmilk, ki pašnim čebelam zagotovijo večje količine izločenih beljakovin, kar naj bi 
odločilno vplivalo pri uravnavanju zagotavljanja potreb po cvetnem prahu (Camazine in 
sod., 1998). Pri odhodih na pašo, bogato s cvetnim prahom, jih poleg zgoraj omenjenih 
dejavnikov stimulira  tudi  prisotnost  in  obseg zalege v satju  (Pankiw in sod.,  1998), 
predvsem feromone mlade zalege β-ocimen (Traynor in sod., 2015).
Pašne  čebele  kljub  razpoložljivosti  cvetnega  prahu  raznolikih  rastlinskih  vrst  v 
določenem dnevu  nabirajo  le  cvetni  prah  nekaterih  rastlinskih  vrst  znotraj  pašnega 
območja  (Visscher  in  Seeley,  1982). Povezave  med  številčnostjo  rastlinskih  vrst, 
prisotnih v cvetnem prahu, in zastopanostjo cvetnega prahu pri posamezni vrsti je skozi 
pašno sezono opazoval že Synge (1947). McLellan (1976) je v raziskavi navedel, da je 
85 % cvetnega prahu, nabranega skozi  celotno raziskavo,  pripadalo le 5 rastlinskim 
vrstam. Čebele  cvetni  prah  razlikujejo  glede  na  uporabnost  čebelji  družini  in 
razpoložljivost glede na lokacijo, zato kljub obilno cvetočim rastlinskim vrstam čebele 
določenih  ne  nabirajo. Čebele  iz  različnih  družin  cvetni  prah  nabirajo  v  različnih 
količinah, podkrepljeno z nadaljnjimi raziskavami tudi na meddržavnem projektu AMC 
Promo bid (Božič in sod., 2014). Med čebeljimi družinami so razlike opazne tudi glede 
na botanični izvor cvetnega prahu. Ob slabi paši intenziteta določenega vira cvetnega 
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prahu pojenja (Free, 1963). V obnožini je navadno prisoten in prevladuje le cvetni prah 
ene rastlinske vrste (Snodgrass, 1910). 
Nabiranje  medičine  je  odvisno  od  razpoložljivega  praznega  prostora  v  satju.  Pri 
nabiranju medičine čebele posamezno ali na nivoju čebelje družine preko mehanizma 
odločanja  izberejo  rastline  glede  na  donosnost,  ki  se  izkazuje  preko  pašnega 
vznemirjenja.  Ob  medenju  obiščejo  trenutno  najbolj  medečo  rastlino  ali  več  enako 
medečih rastlin (Seeley, 1989; Seeley in sod., 1991).
Pašna vzburjenost je odvisna od koncentracije saharoze, zato čebele izberejo pašo, ki je 
bolj vzburljiva. Na njej se zadržijo dlje časa ter naberejo največje količine medičine. 
Aktivnost čebel ob taki paši je močno povečana, tudi vzburjenost oktopaminskih VUM 
nevronov v možganih se zaradi  prisotnosti  saharoze poveča  (Hammer, 1997).  Če je 
medenje slabo, so čebele bolj dojemljive za druge dražljaje na drugih medečih rastlinah 
ali pa se preusmerijo tudi na bogat vir cvetnega prahu (Pankiw in Page Jr., 2000).
2.1.2 Skladiščenje hrane
V  čebelji  družini  so  predvsem mlade  čebele  in  ličinke  močno  odvisne  od  zalog 
skladiščene  hrane.  Čebelja  družina  mora  imeti  na  voljo  predvsem  zaloge  medu  in 
cvetnega prahu. Začetna predelava medičine v med se zgodi že med letom pašnih čebel 
v  panj  (Nicolson  in  Human,  2008).  Tu  pašne  čebele  v  medičino  dodajo  encime, 
predvsem  α-glukozidazo in  glukoza  oksidazo.  α-glukozidaza  saharozo  pretvori  v 
glukozo in  fruktozo  (Gauhe,  1940).  Manjša  količina  glukoze  se s  pomočjo drugega 
encima glukoza oksidaze pretvori v glukonsko kislino in vodikov peroksid. Glukonska 
kislina  daje  medu  kiselkast  okus,  medtem  ko  tako  glukonska  kislina  kot  vodikov 
peroksid prispevata k negostoljubnemu okolju za mikroorganizme  (Takenaka in sod., 
1990b). Pašne  čebele  v  panju  preko  izmenjave  hrane  medičino  iz  medne  golše 
prebavnega trakta (slika 1) predajo panjskim čebelam. Te medičino odložijo v satne 
celice in sušijo. Sušenje medičine poteka z obustnimi okončinami s formiranjem v večje 
kapljice med rilčkom in  čeljustmi  ali  pa s  sušenjem satnih  celic  z  zračenjem panja 
(Encyclopedia  …,  2003).  Čebele  s  predelavo  medu  zaključijo,  ko  je  vlaga  v  medu 
zmanjšana na 17 do 18 % in je med dovolj zrel, da ga pokrijejo z voščenimi pokrovci. 
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Slika 1: Prebavni trakt čebele delavke. 1 – požiralnik, 2 – medna golša, 3 – ustje srednjega črevesa, 4 – 
srednje črevo, 5 – Malpighijeve cevke, 6 – tanko črevo, 7 – rektalne žleze, 8 – blatnik 
Figure  1:  Digestive  tract  of  the  honey  bee  worker.  1  – esophagus,  2  – honey  crop,  3  – ostium 
proventricularis, 4 – ventriculus, 5 – Malpighian tubules, 6 – ileum, 7 – rectal glands, 8 – rectum
Tudi začetek predelave cvetnega prahu se prične med pašno aktivnostjo čebel, ko čebele 
na paši, bogati s cvetnim prahom, obiskujejo cvetove. Cvetni prah se pri večjih cvetovih 
npr. kadulja (Salvia sp.) zaradi medsebojne prilagojene oblike cvetov in teles čebel ter 
posebnosti v zgradbi oprime njihovih dlačic na telesu (Barth, 1991). Cvetni prah, ki ga 
pridobijo na manjših cvetovih, npr. marjetica (Bellis sp.), pa obdelajo z glavo, prednjim 
delom  nog  in  obustnimi  okončinami  (Casteel,  1912). Slednji  je  zaradi  predhodne 
prepojenosti  in  zlepljanja  pelodnih zrnc s  pomočjo izločkov žlez  (Hodges,  1952) in 
dodatka vsebine medne golše mnogo bolj vlažen in lepljiv, kar čebelam omogoča lažjo 
manipulacijo s cvetnim prahom (Casteel, 1912). Pašne čebele cvetni prah s posebnim 
vedenjskim vzorcem  (Snodgrass,  1910;  Barth,  1991),  ki  se  kaže  v obliki  usklajenih 
telesnih gibov stlačijo v koške zadnjih nog in oblikujejo obnožino. Za ta namen imajo 
pašne čebele posebej prilagojeno zgradbo zadnjih nog (slika 2).
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Slika  2: Zgradba zadnjih nog medonosne čebele.  1  – golen,  2  – resaste  školjčne  grablje,  3  – uhato 
nakovalce, 4 – krtača, 5 – kolček, 6 – obrtec, 7 – stegno, 8 – košek, 9 – stopalce, 10 – ščet ali peta, 11 –
stopalo. Grablje (2) in nakovalce (3) skupno tvorijo prešo (P) 
Figure 2: The hind leg anatomy of the honey bee. 1 – tibia, 2 – pecten, 3 – auricle, 4 – brush, 5 – coxa, 6 – 
trochanter, 7 – femur, 8 – corbicula, 9 – tarsus, 10 – basitarsus, 11 – pretarsus. Pecten (2) together with 
auricle (3) form press  (P) 
Novo nastala  obnožina  je  zaradi  izločkov žlez  obogatena  z  encimi,  kot  so amilaza, 
katalaza, α- in β-glikozidaza in glukoza oksidaza (Campos in sod., 2008; Carpes in sod., 
2009).  Ob zaključku pašne  dejavnosti  obnožino  odložijo  v  primerno  satno  celico  v 
bližini zalege, ki bodisi že vsebuje cvetni prah ali pa je prazna celica, ki ni namenjena 
zaleganju (Camazine, 1991). Čebele lahko v delno napolnjene celice odlagajo obnožine 
tako, da jih odložijo v satne celice s cvetnim prahom iste rastlinske vrste ali pa v tiste, v 
katerih  je  cvetni  prah  različnih  rastlinskih  vrst  (Casteel,  1912). Proces  obdelave 
cvetnega prahu nadaljujejo panjske čebele, ki z glavo stiskajo obnožino proti dnu satne 
celice, med postopkom skladiščenja pa obnožini  dodajo tudi žlezne izločke z encimi, 
preko  vsebine  medne  golše  pa  tudi  mikroorganizme,  kar  je  povzeto  v  preglednem 
članku Anderson in sod. (2011). Ko poteče zorenje skladiščene obnožine, na vrh dodajo 
nekaj  medu  in  celico  zaprejo  z  voščenim pokrovčkom (Khismatullina,  2005). Tako 
skladiščen  cvetni  prah,  imenovan  tudi  čebelji  kruhek,  čebelam  predstavlja  hrano  z 
vsebnostjo nujno potrebnih hranilnih snovi. Uporabljajo ga za pravilen razvoj čebelje 
družine in vzrejo čebelje zalege. Čebele s skladiščenjem obnožine preprečijo kvarjenje, 
tako jo lahko uporabijo kasneje v času pomanjkanja cvetnega prahu v naravi. 
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2.2 MED
Med je naravna sladka snov, ki ga medonosne čebele v panju pridelajo iz sladkega soka 
oz. medičine, pridobljenega na cvetnih in izvencvetnih medovnikih medovitih rastlin. 
Pridelajo ga lahko tudi s pomočjo nabiranja mane, ki je izloček listnih uši, kaparjev in 
drugih  žuželk,  ki  se  prehranjujejo  z  rastlinskim  sokom.  Te  žuželke  s  sesanjem 
rastlinskega  soka  pridobijo  za  življenje  vse  potrebne  snovi,  med  drugim  tudi 
beljakovine, ki so v primerjavi s sladkorji v relativno nizkih koncentracijah. Presežke 
sladkorjev zato izločijo skozi zadnjično odprtino v obliki drobnih kapljic, imenovanih 
mana (Encyclopedia …, 2003). Tako medičino kot tudi mano čebele obdelajo z lastnimi 
snovmi, predvsem encimi, ki pripomorejo k zorenju medu v satnih celicah. Pretvorba 
medičine v med je postopna in se prične že med vračajočim letom v panj (Nicolson in 
Human, 2008).
Med  nastane  na  osnovi  mnogih  kemijskih,  fizikalnih  in  bioloških  procesov,  ki  so 
posredno  odvisni  od  čebel,  rastlin  in  drugih  dejavnikov,  kot  so  podvrsta  čebel, 
geografsko področje, letni čas, način skladiščenja, tehnologija in pogoji čebelarjenja, 
kar  privede  do  sprememb  v  sestavi  (Bogdanov,  2006;  Daniele  in  sod.,  2012).  Je 
kompleksna vodna raztopina glukoze, fruktoze in drugih sladkorjev ter ostalih snovi, 
kot so proteini, organske in amino kisline, flavonoidi, fenolne kisline, encimi, minerali 
in vitamini. 
Nekatere snovi dodajo tudi čebele v procesu nastajanja medu, ostale pa so rastlinskega 
izvora (Ramanauskiene in sod., 2012; Rahman in sod., 2013). Med njimi zasledimo tudi 
specifične  snovi,  ki  glede  na  botanični  in  geografski  izvor  rastlinskih  markerjev 
predstavljajo prstni odtis medu (Anklam, 1998; Kaškonienė in sod., 2009; Wang in sod., 
2009; Aliferis in sod., 2010). Med njimi so tako imenovane hlapljive organske snovi 
(VOC) angl. "volatile organic compounds" (Pérez in sod., 2002; Baroni in sod., 2006; 
Kaškonienė in sod., 2009). Pri fizikalnih, kemijskih in organoleptičnih lastnostih medu 
lahko kot botanično-geografske markerje uporabimo tudi nearomatske organske kisline 
(Mato in sod., 2003). V medu je prisoten tudi cvetni prah in delci voska (Bogdanov in 
sod.,  2007;  Pyrzynska in  Biesaga,  2009;  Alvarez-Suarez in  sod.,  2010;  Wang in Li, 
2011). Kriteriji za fizikalno kemijske lastnosti medu so opredeljeni v pravilniku o medu 
(Pravilnik za slovenski med z zaščiteno geografsko označbo, 2015).  Med je od nekdaj 
poznan  tudi  kot  sredstvo  s  terapevtskimi  značilnostmi,  kot  so  antioksidativno, 
protivnetno in protibakterijsko delovanje. Protibakterijsko delovanje medu je najbolje 
razumljeno v smislu proučevanja medu kot čebelarskega pridelka (Molan, 1992, 2006; 
Baltrušaitytė in sod., 2007a,b; Boukraâ in Sulaiman, 2009; Mandal in Mandal, 2011). 
Protibakterijsko  delovanje  medu povezujemo z  nekaterimi  rastlinskimi  snovmi,  ki  s 
čebelami preko vnosa medičine ali mane v panj preidejo tudi v med  (Cowan, 1999). 
Podrobnejši  opis  slednjih  je  naveden  v  posebnem  poglavju  o  protibakterijskem 
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delovanju medu in cvetnega prahu. Velik pomen protibakterijskega delovanja medu je 
tudi s strani predelave čebel med zorenjem medičine ali mane v med. Čebele dodajo 
encime, kot so glukoza oksidaza (Dustmann, 1979), protibakterijske peptide, na primer 
defenzin  (Kwakman  in  sod.,  2010),  in  druge  izločke  žlez  z  izvodili  v  ustni  votlini 
(Winston,  1987). Encimi  in  mikroorganizmi,  dodani  v  medičino,  povečajo  kislost, 
medtem  ko  mehanično  izhlapevanje  vode  s  čebelami  delavkami  ustvarja  neželene 
osmotske  pogoje  za  večino  mikroorganizmov  (Gilliam,  1997).  Še  vedno  pa  ostaja 
neraziskano, kako čebele pri skladiščenju hrane vplivajo na protibakterijsko delovanje 
medu  in  skladiščenega  čebeljega  kruhka,  kar  je  tudi  predmet  raziskav  v  doktorski 
nalogi. 
2.2.1 Sladkorji v medu
Med je gosta raztopina raznolikih sladkorjev. Večinoma vsebuje monosaharida fruktozo 
in  glukozo s povprečnim razmerjem 1,2:1,  ki  se spreminja glede na izvor  medičine 
(Serra Bonvehí in sod., 2004; Persano Oddo in Piro, 2004). Poleg monosaharidov v 
medu zasledimo še disaharide ter tudi trisaharide  (Brey in sod., 1993; Cataldi in sod., 
2000; Doner, 2003; Corradini in sod., 2012). Mnogo teh sladkorjev se ne pojavlja v 
medičini ali mani, ampak nastanejo s pomočjo encimov, predvsem α-glukozidaza, ki jo 
v procesu zorenja medu dodajo čebele (Weston in Brocklebank, 1999; Da Costa Leite in 
sod., 2000). Vsebnost sladkorjev v suhi snovi je od 95 do 99,9 %  (White in Doner, 
1980).  Sladkorje  lahko  določujemo  z  različnimi  klasičnimi  metodami  na  osnovi 
njihovih kemijskih in fizikalnih lastnostih. Poznane so tudi kromatografske metode, kot 
je metoda z visokotlačno tekočinsko kromatografijo ali pa plinska kromatografija (Lee, 
1996; Cataldi in sod., 2000; Serra Bonvehí in sod., 2004; Corradini in sod., 2012) ter 
različne encimatske metode (Val in sod., 1998). Od kromatografskih metod je potrebno 
izpostaviti tudi anionsko izmenjevalno tekočinsko kromatografijo visoke zmogljivosti s 
pulzno  amperometrično  detekcijo  (HPAEC-PAD).  Slednja  je  zanesljiva  ločevalna 
metoda za  sladkorje  ter  še  nekatere  ostale  snovi  (Lee,  1996;  Cataldi  in  sod.,  2000; 
Corradini in sod., 2012). Pomembna je zato, ker omogoča ločevanje nederivatiziranih 
sladkorjev tudi v kompleksnih medijih, kot je med (Baroni in sod., 2002; Nozal in sod., 
2005).  
V raziskavah vsebnosti sladkorjev v medu iz Tenerifov in citrusovega medu iz Maroka 
navajajo razmerje fruktoze od 37,4 % do 38,29 %, v primerjavi z glukozo od 29,2 % do 
31,54 %  (Terrab in sod., 2003; Serra Bonvehí in sod., 2004). V omenjenem medu iz 
Maroka  in  vzorcih  medu  iz  Brazilije  so  določili  še  vsebnosti  saharoze  s  srednjo 
vrednostjo  1,02  % ter  maltozo  5,67  %  (Terrab  in  sod.,  2003).  Če  so  te  vrednosti 
presežene, to nakazuje, da je med nezrel in pretvorba saharoze v glukozo in fruktozo z 
α-glukozidazo ni potekla (Mendonça in sod., 2008). Sladkorje izomaltozo, kojibiozo in 
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maltulozo so v raziskavah zasledili v vseh vzorcih, vendar običajno pod 1 % glede na 
skupno  zastopanost  sladkorjev.  Srednja  vrednost  izomaltoze  je  0,17–0,97  %  (Serra 
Bonvehí  in  Ventura  Coll,  1995;  Mateo  in  Bosch-Reig,  1997;  Terrab in  sod.,  2003). 
Vrednosti disaharidov α, α-trehaloze so 0,02–0,1 % in gentiobioze od 0,01 do 0,08 %. 
Pri merjenju vrednosti trisaharidov je rafinoza prisotna le v manjšem številu vzorcev in 
ne presega vrednosti 0,15 %. Erloza je prisotna v 50 % vzorcev z vrednostmi od 0,06 do 
0,43 %. Melecitoze ni bilo v nobenem od vzorcev  (Terrab in sod., 2003).  Vsebnost 
oligosaharidov je odvisna od pašnih pogojev in načina čebelarjenja, zato se pojavljajo 
razlike v navedbah njihovih deležev.  
2.2.2 Beljakovine in encimska aktivnost v medu
Beljakovine so v medu prisotne iz rastlin preko cvetnega prahu in medičine ter preko 
izločkov  čebel  v  obliki  encimov. V raziskavah  večino  beljakovin  v  medu  glede  na 
geografsko  poreklo,  rastlinski  izvor  in  podvrsto  čebel  določujejo  z  različnimi 
molekularnimi tehnikami, npr. kromatografija in poliakrilamidna gelska elektroforeza 
(PAGE) angl."polyacrylamide gel electrophoresis" (Bergner in Diemair, 1975; Baroni in 
sod.,  2002;  Won  in  sod.,  2008;  Mohammed  in  Azim,  2012). Tehnike  določevanja 
proteinov in tudi izvor proteinov v medu so izčrpno prikazane v preglednem članku 
(Chua in sod., 2013). Vsebnost beljakovin v medu se razlikuje tudi glede na geografsko 
poreklo in je od 0,2 do 1,6 % (Lee in sod., 1998). Tudi vsebnosti aminokislin v medu se 
razlikujejo glede na geografsko (Davies, 1975, 1976) in botanično poreklo medu (Pirini 
in  sod.,  1992).  V  avstralskem  medu  je  bilo  določenih  19  različnih  beljakovin 
rastlinskega  izvora  (Marshall  in  Williams,  1987).  Čebele  imajo  kot  del  imunskega 
sistema v izločkih tudi beljakovino defenzin-1 (Kwakman in sod., 2010). V 45 vzorcih 
medu iz Velike Britanije, Avstralije, Argentine in Canade je bilo določenih 17 različnih 
aminokislin  (Gilbert  in  sod.,  1981).  Najpogostejše aminokisline,  ki  so jih določili  v 
španskem medu so bile prolin, fenilalanin, tirozin, lizin, arginin, glutaminska kislina, 
histidin in valin (Hermosıın in sod., 2003).
Prisotnost encimov v medu je rastlinskega in živalskega izvora, vendar pa je večina 
encimov dodanih s strani čebel med zorenjem medu. Med najpomembnejšimi encimi v 
medu so α-glukozidaza, glukoza oksidaza in amilaza. Poleg slednjih sta v medu občasno 
prisotna še katalaza in fosfataza. Encime lahko oslabi oziroma uniči segrevanje medu 
(White  in  Doner,  1980),  zatorej  je  pri  analizah  medu  izredno  pomemben  dejavnik 
kvalitete medu tudi merjenje encimske aktivnosti (Korošec in sod., 2008).
α-glukozidaza je glavni protein v medu in se izloča iz podžrelnih žlez pašnih čebel 
(Rinaudo  in  sod.,  1973).  Saharozo  v  medičini  pretvori  v  monosaharida  glukozo  in 
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fruktozo.  Ker  saharoza kristalizira  mnogo hitreje  kot  hidrolizirani  produkt,  hidroliza 
olajša pretvorbo medičine v med (Sporns in sod., 1992). Vsebnost α-glukozidaze glede 
na vsebnost proteinov v podžrelni žlezi je 50 %, medtem ko je delež amilaze in glukoza 
oksidaze posamezno 2–3 %.  Razmerje je odvisno tudi od starosti čebele  (Ohashi in 
sod., 1999). α-glukozidaza je odgovorna za večino kemijskih sprememb med zorenjem 
medičine v med (Huber in Mathison, 1976; Cho, 1994). Kljub zaključenem delovanju α-
glukozidaze v dozorelem medu encim v medu ostaja in ohranja aktivnost. Vendar pa 
kljub temu vsebnost saharoze v medu nikoli ne doseže vrednosti 0. Vrednost saharoze v 
medu je tako ravnotežje med nastajanjem in cepitvijo saharoze (White in Doner, 1980).
Amilaza v medu je skozi leta pridobivala na kontrolni vrednosti  predvsem v smislu 
indikacije za svežino izdelka, tudi zaradi dejstva, da α-glukozidaza v medu ob povišanih 
temperaturah  hitreje  izgublja  učinkovitost.  Vendar  pa  so  zaradi  velikih  odstopanj  v 
vsebnostih  amilaze  v  svežem  medu  bile  tudi  razprave  o  zanesljivosti  kriterija  za 
merjenje  svežine  medu  (Oddo in  sod.,  1990;  Sancho in  sod.,  1992).  Izvor  amilaze, 
encima, pomembnega za hidrolizo škroba v medičini do glukoze, je v medu povezan z 
izločanjem žlez slinavk pri čebelah. Poleg tega njen izvor v medu omenjajo na osnovi 
prisotnosti  amilaze  v  cvetnem prahu  (Lothrop  in  Paine,  1931) ali  medičini  (Fiehe, 
1932). α-glukozidazna aktivnost v medu je bila približno 6,5 krat večja kot amilazna 
aktivnost medu (Huidobro, 1995; Oddo in sod., 1999). Tudi pri slovenskem medu je bila 
izvedena analiza  vsebnosti  encimov v različnih  vrstah  medu,  kot  so akacijev, lipov, 
cvetlični, kostanjev, jelkin, smrekov, gozdni, kjer so spremljali vrednosti diastaznega in 
invertaznega števila. Oboje je bilo v povprečju najnižje pri akacijevem medu, medtem 
ko  je  smrekov  med  imel  najvišje  vrednosti  invertaznega  števila,  kostanjev  med  pa 
diastaznega števila. Med α-glukozidazo in amilazo v medu je bila, podobno kot pri prej 
omenjenih avtorjih, opažena visoka korelacija (Korošec in sod., 2008). 
Naslednji pomemben encim, ki izhaja iz podžrelnih žlez in ga čebele dodajo medu, je 
glukoza  oksidaza  (Schepartz  in  Subers,  1964).  Encim  oksidira  glukozo  preko 
glukonolaktona,  kar  ob  prisotnosti  vode  vodi  v  nastanek  glukonske  kisline  in 
vodikovega peroksida. Slednji je bil dolgo časa skrivnostna sestavina v medu (White in 
sod.,  1963;  White  Jr.  in  Subers,  1963).  Vodikov  peroksid  je  odgovoren  za 
protibakterijsko  delovanje  medu  (Snowdon in  Cliver,  1996).  Celoten  proces  zorenja 
medu  in  posledično  količina  dodanih  encimov  v  medu  sta  odvisna  od  različnih 
dejavnikov, kot so starost, prehrana, fiziološko stanje čebelje družine ter temperature in 
razpoložljivosti medičine v naravi. Nizka vsebnost encimov v medu je lahko posledica 
zmanjšane  obdelave  medičine  s  strani  čebel  in  sezonske  aktivnosti  podžrelnih  žlez 
(Halberstadt, 1980).
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2.2.3 Organske kisline v medu
Organske kisline so sestavni del arome medu. Z njimi lahko določimo stopnjo zorenosti 
medu. Mato in sod. (2003) navajajo, da je do sedaj opisanih približno 30 nearomatskih 
organskih kislin v medu. Njihova zastopanost v medu je nižja od 0,5 %, pa vendarle 
številčno raznolika in odvisna od širokega spektra dejavnikov, kot so različne metode 
detekcije in raznolikosti vzorcev (Crane, 1990; del Nozal in sod., 1998; Serra Bonvehí 
in  sod.,  2004).  Pod  različnimi  pogoji  čebele  medu  dodajo  različno  količino  sline  z 
encimi,  ki  preko kemijskih sprememb medu omogočajo nastanek organskih kislin  v 
medu (Cocker, 2006).
Med organskimi kislinami v medu prevladuje glukonska kislina (Stinson in sod., 1960). 
Glukonska kislina v medu v glavnem izhaja iz aktivnosti glukoza oksidaze, ki jo čebele 
s  strani  lastnih izločkov dodajajo pri  zorenju medu in je  stranski  produkt  encimske 
pretvorbe glukoze  (White in sod., 1963). Preostali del glukonske kisline izhaja tudi iz 
bakterijske aktivnosti med zorenjem medu (Ruiz-Argüeso in Rodriguez-Navarro, 1973). 
V  medu  so  poleg  glukonske  prisotne  še  mlečna,  mravljinčna,  maslena,  vinska, 
piruvična, ocetna, citronska, oksalna, jantarna, jabolčna, maleinska, piroglutaminska in 
glikolna kislina  (Mato in sod., 2006; Daniele in sod., 2012). Organske kisline, kljub 
majhnim količinam 0,17–1,17 % mase medu  (NHB, 1996),  pomembno prispevajo k 
lastnostim  medu,  kot  sta  njegovo  protibakterijsko  in  antioksidativno  delovanje. 
Organske kisline lahko povežemo z barvo medu,  okusom, fizikalnimi in kemijskimi 
lastnostmi kot je pH, kislost in električna prevodnost. Merjenje organskih kislin poteka 
z različnimi tehnikami, kot so encimatske metode  (Mato in sod., 1998; Bogdanov in 
sod., 2002), metode plinske kromatografije (Wilkins in sod., 1995; Horváth in Molnár-
Perl, 1998) in metode tekočinske kromatografije (Cherchi in sod., 1994; Suárez-Luque 
in  sod.,  2002).  Meritve  organskih  kislin  v  medu  so  pomembne  zaradi  morebitnega 
vpliva na protibakterijsko delovanje medu  (Molan in Russell, 1988). Poleg vpliva na 
protibakterijsko delovanje medu lahko nearomatske organske kisline določujemo tudi z 
namenom  predvidevanja  poteka  fermentacije,  antioksidativnega  delovanja,  kot  tudi 
botanično-geografske označbe (Mato in sod., 2003). Vsebnosti glukonske kisline glede 
na skupno vsebnost organskih kislin v medu so med 79 in 98 % (Mato in sod., 2006). 
Če  primerjamo  vrednosti  glukonske  kisline  v  vzorcih  medu  glede  na  geografsko 
poreklo, zasledimo vrednosti od 3,7 do 69,3 mg/g  (Mato in sod., 1997; del Nozal in 
sod., 1998; Casella in Gatta, 2001; Suárez-Luque in sod., 2002; Serra Bonvehí in sod., 
2004; Mato in sod., 2006; Vit in sod., 2009). Pri določenih raziskavah so spremljali tudi 
vsebnosti organskih kislin v vzorcih medu glede na botanični izvor. Ugotovili so, da so 
vrednosti glukonske kisline v monofloralnem medu višje kot pri multifloralnem medu, 
pri čemer so najvišje vrednosti pripadale kostanjevemu medu. Pri monofloralnem medu 
so vrednosti glukonske kisline od 1,8 do 14,4 mg/g, pri multifloralnem pa od 5,0 do 
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12,3 mg/g (Mato in sod., 2006; Daniele in sod., 2012). Razlike so posledica aktivnosti 
glukoza oksidaze, odgovorne za nastanek glukonske kisline in vodikovega peroksida, 
ter različno botanično in geografsko poreklo medu. V obeh raziskavah so določili tudi 
vsebnosti mlečne kisline. Pri monofloralnem medu so najvišje vrednosti bile izmerjene 
v vzorcih kostanjevega medu, in sicer od 0,154 mg/g do 0,752 mg/g, pri multifloralnem 
medu pa od 0,034 do 0,632 mg/g (Mato in sod., 2006; Daniele in sod., 2012).
2.2.4 Vitamini in mineralne snovi
Med vsebuje zelo različne količine vitaminov in mineralov, ki  jih lahko določimo z 
različnimi metodami. Splošen pregled objav vsebnosti vitaminov in mineralov v medu 
je  predstavil  Bogdanov  (2011).  V  medu  med  najpogostejšimi  vitamini  zasledimo 
vitamin K, B1 – tiamin, B2 – riboflavin, B3 – nikotinska kislina, B5 – pantotenska kislina, 
B6 –  piridoksin,  B9 –  folna  kislina  in  vitamin  C  –  askorbinska  kislina.  Analizo  28 
vzorcev medu na vsebnosti v vodi topnih vitaminov, večinoma iz Sardinije, so opravili 
Ciulu in sod. (2011). V medu zasledimo tudi različno vsebnost mineralov. Pri analizah 
medu iz Italije in Turčije so določili elemente Na, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn in Co, 
med katerimi sta najvišje srednje vrednosti dosegla natrij 118 mg/kg in kalij 472 mg/kg 
(Yilmaz in Yavuz, 1999; Conti, 2000). Tudi na področju raziskav slovenskega medu je 
bilo  izvedenih nekaj  raziskav zastopanosti  elementov v medu.  V eni  od raziskav so 
zasledili elemente K, Cl, S, P, Ca, Mn, Rb, Cu, Fe, Ni, Cr, Br, Ti, Pb, Sr in As (Golob in 
sod.,  2005),  pri  katerih  pa  vrednosti  ne  odstopajo  bistveno  od  drugih  medov. 
Zastopanost elementov v medu je odvisna od jakosti paše, predvsem od izvora mane, 
medičine  ter  cvetnega  prahu,  kar  omogoča  določitev  botaničnega  in  geografskega 
porekla  medu  (Paramás  in  sod.,  2000).  Z  določanjem  elementov  v  medu  lahko 
ugotavljamo tudi onesnaženost okolja s težkimi kovinami (Przybyłowski in Wilczyńska, 
2001; Devillers in sod., 2002).
 
2.2.5 Voda in pH
 
Vsebnost vode v medu je dovoljena v vrednostih nižjih od 20 % (Evropska direktiva 
2001/110, 2002). Vendar mora po pravilniku za slovenski med vsebovati <18,6 % vode 
(Pravilnik za slovenski med z zaščiteno geografsko označbo, 2015). Vsebnost vode v 
medu in  vodna aktivnost  medu določujeta  mikrobiološko kvaliteto.  Vodno aktivnost 
lahko  razumemo  kot  količino  dostopne  vode,  ki  jo  dejansko  lahko  uporabijo 
mikroorganizmi  za  delovanje  (Chirife  in  sod.,  2006).  Nizka  vsebnost  vode  v  medu 
omogoča neustrezne osmotske pogoje,  kar  privede do uničenja ali  zavrtja  rasti  tako 
koristnih kot tudi patogenih mikroorganizmov. Vodna aktivnost dozorelega medu pa je 
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prenizka, da bi v njem uspevali mikroorganizmi (Olaitan in sod., 2007). Podoben učinek 
ima tudi nizek pH medu,  ki  je povezan z organskimi kislinami,  predvsem z najbolj 
zastopano glukonsko kislino  (Ruiz-Argüeso in Rodriguez-Navarro,  1973).  Na kislost 
medu  vplivajo  tudi  različen  izvor  medičine,  vsebnosti  mineralnih  snovi  v  medu  ter 
delovanje  mikroorganizmov  med  samim zorenjem medu.  Protibakterijsko  delovanje 
močno korelira s kislostjo medu, ne pa tudi s pH medu  (Bogdanov, 1997; Malika in 
sod., 2005), predvsem iz dojemanja same kislosti. Najbolj kisla meda sta kostanjev in 
lipov med, medtem ko sta akacijev in repični med rahlo kiselkasta  (Daniele in sod., 
2012). pH  medu  mora  biti  znotraj  okvirov  priporočil,  ki  jih  določajo  Codex 
Alimentarius  Commission  (1999)  in  Evropska  direktiva  2001/110  (2002).  Zaradi 
visokih  vsebnosti  mineralnih  snovi  so  pH  vrednosti  maninega  medu  višje  kot  pri 
cvetličnem medu.  Tudi  če  primerjamo  med  različnega  geografskega  in  botaničnega 
porekla, se medsebojne pH vrednosti ne razlikujejo občutno. Povprečne pH vrednosti 
medu iz različnih predelov sveta z različnim botaničnim poreklom so od 3,6 do 5,9 
(Mouteira in sod., 2003; Serrano in sod., 2004; Cantarelli in sod., 2008; Silva in sod., 
2009; Sari in Ayyildiz, 2012; Rahman in sod., 2013).
2.3 OBNOŽINA
Čebele se ne prehranjujejo s sveže nabranim cvetnim prahom. Obnožino (slika 3) pašne 
čebele odložijo v satne celice, nato pa jo dokončno obdelajo panjske čebele. Tako se 
začne  proces  zorenja  cvetnega  prahu  v  čebelji  kruhek,  ki  čebelam  omogoči 
dolgotrajnejšo  uporabo  skladiščenega  cvetnega  prahu  in  lažjo  dostopnost  hranilnih 
snovi  v  cvetnem  prahu.  Cvetni  prah  čebelam  zagotovi  beljakovine  in  proste 
aminokisline,  maščobe,  maščobne  kisline,  sterole,  vitamine,  minerale  in  ogljikove 
hidrate (Serra Bonvehí in Escolà Jordà, 1997; Almeida-Muradian in sod., 2005; Human 
in Nicolson, 2006). Razmerja teh snovi med cvetnim prahom se znotraj rastlinskih vrst 
lahko zelo razlikujejo (Todd in Bretherick, 1942). Poleg naštetega cvetni prah vsebuje 
tudi  znatne  količine  fenolnih  spojin,  v  glavnem  flavonoidov.  Lastnosti  in  sestava 
fenolnih spojin so podrobneje predstavljene v posebnem poglavju o fenolnih spojinah 
(glej poglavje 2.7.3). 
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Slika 3: Osmukana obnožina
Figure 3: Stripped pollen loads
Glede na sestavo cvetnega prahu je bilo izvedenih mnogo kemijskih, biokemijskih in 
mikrobioloških  raziskav.  Navajajo  se  razlike  v  kemijski  sestavi  cvetnega  prahu 
predvsem zaradi botaničnega izvora in starosti rastlin ter stanjem okolja med razvojem 
cvetnega  prahu,  preskrbljenostjo  rastlin  s  hranilnimi  snovmi  in  metod  skladiščenja 
cvetnega prahu  (Loper in sod., 1980; Standifer in sod., 1980; Gilliam in sod., 1989; 
Krell,  1996;  Serra  Bonvehí  in  Escolà  Jordà,  1997).  Pomembne  so  tudi  tehnike 
pridobivanja cvetnega prahu. Cvetni prah je namreč lahko pridobljen s čebelami ali pa 
ročno nabran na cvetovih rastlin, kar povzroča razlike v analizah med cvetnim prahom 
(Herbert in Shimanuki, 1978). V kolikor je cvetni prah nabran in skladiščen s čebelami, 
ima  v  primerjavi  s  svežim,  ročno  nabranim,  višje vsebnosti  vode  (13–21  %)  in 
ogljikovih hidratov (35–61 %). Zmanjša pa se mu vsebnost beljakovin iz (51 na 28 %) 
in lipidov (iz 10 na 8 %) vsaj  pri  spremljanju cvetnega prahu  Aloe greatheadii var. 
Davyana  iz  Južne  Afrike,  vendar  pa  količina  aminokislin  s  skladiščenjem cvetnega 
prahu poraste (Human in Nicolson, 2006).      
Čebele potrebujejo 10 esencialnih aminokislin, in sicer arginin, histidin, lizin, triptofan, 
fenilalanin, metionin, treonin, leucin, izoleucin in valin, ki jih pridobijo preko cvetnega 
prahu.  Vsebnost  esencialnih  aminokislin  v  cvetnem prahu je  povezana z  vsebnostjo 
skupnih beljakovin (DeGroot, 1953). Esencialne aminokisline v cvetnem prahu čebelam 
zadostijo njihovi  potrebi  po dnevnem vnosu.  Na vsebnost  esencialnih aminokislin  v 
cvetnem prahu  močno  vpliva  tudi  botanično  poreklo  cvetnega  prahu.  Pri  določenih 
vrstah  cvetnega  prahu  je  opaziti  pomanjkanje  esencialnih  aminokislin,  v  nekaterih 
vrstah  cvetnega  prahu,  npr.  v  cvetnem  prahu  regrada  (Taraxacum  officinale),  pa 
nekatere  esencialne  kisline,  kot  sta  triptofan  in  fenilalanin  manjkata  (Auclair  in 
Jamieson,  1948). Poleg  esencialnih  aminokislin  cvetni  prah  vsebuje  tudi  proste  ali 
neesencialne aminokisline. Nekatere izhajajo iz izločkov čebel in so v medu pogoste, 
druge so rastlinskega izvora in pridejo v panj s prinosom medičine in mane (González 
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Paramás in sod., 2006). Prolin je najpogostejša prosta aminokislina, ki jo najdemo v 
cvetnem prahu in tudi v medu. Poleg prolina so v cvetnem prahu prisotne še proste 
aminokisline alanin, asparaginska kislina, glutaminska kislina, glicin, serin, tirozin in 
hidroksiprolin (Domínguez-Valhondo in sod., 2011). 
Ogljikovi  hidrati  v  cvetnem prahu predstavljajo  večji  delež  suhe  snovi,  odvisno od 
botaničnega izvora. Mednje uvrščamo sladkorje, škrob in prehranske vlaknine. Povišane 
vsebnosti  sladkorjev  so  prisotne  v  obnožini,  kjer  je  cvetni  prah  zlepljen  zaradi 
prisotnosti medu in medičine (Human in Nicolson, 2006). Todd in Bretherick (1942) 
sta poročala, da so vsebnosti ogljikovih hidratov pri ročno nabranem cvetnem prahu v 
širokem razponu od 1 do 37 %. Cvetni prah, pridobljen s čebelami, pa zaradi dodane 
medičine vsebuje od 21 do 48 % sladkorjev glede na suho težo. Vsebnosti škroba v 
cvetnem prahu so lahko v razponu od 0 do 22 %, vendar pa ima večina cvetnega prahu 
manj kot 5 % škroba (Roulston in Buchmann, 2000). Pretežni del prehranskih vlaknin je 
v obliki sporopolenina, ki ga ne moremo uvrstiti med ogljikove hidrate, kot običajno 
prepoznane prehranske vlaknine. Sporopolenin je polimer fenolnih spojin in maščobnih 
kislin, kovalentno povezanih z etrskimi in estrskimi vezmi (Liu in Fan, 2013).      
Čebele  potrebe  po  maščobah,  ki  predstavljajo  pomemben  vir  energije,  zadostijo  z 
uživanjem cvetnega  prahu.  Maščobe,  ki  obsegajo  maščobne  kisline  in  sterole  so  v 
prehrani čebel pomembne za njihov pravilni razvoj. Vsebnosti maščob in maščobnih 
kislin v cvetnem prahu se glede na botanični izvor lahko precej razlikujejo (Manning, 
2001), zato čebele v naravi cvetni prah raje pridobivajo na rastlinah, ki imajo v cvetnem 
prahu višje vsebnosti maščob  (Singh in sod., 1999). Posledično se glede na vsebnosti 
maščobnih kislin razlikujejo tudi obnožine (Standifer, 1966; Markowicz in sod., 2004). 
Čebele  maščobne  kisline  uporabljajo  tudi  pri  nastajajnju  rezervnih  maščob  ter 
proizvodnji  matičnega  mlečka  (Howe  in  sod.,  1985).  Maščobne  kisline,  kot  so 
linolenska,  linolna,  miristinska,  kaprinska  (dekanojska)  in  lavrinska  (dodekanojska) 
kislina imajo lahko pomembnejšo vlogo pri  vzdrževanju higiene v panju,  ker  imajo 
protimikrobno delovanje (Feldlaufer in sod., 1993). Podrobnejši pregled 18 maščobnih 
kislin  v  svežem  cvetnem  prahu,  cvetnem  prahu,  pridobljenem  s  čebelami,  ter  v 
skladiščenem cvetnem prahu rastlinske vrste Aloe greatheadii var. davyana sta opisala 
Human in Nicolson (2006). Vsebnosti  palmitinske, oleinske, stearinske in gadoleinske 
maščobne kisline so v svežem cvetnem prahu najvišje in višje od vsebnosti maščobnih 
kislin  v cvetnem prahu pridobljenem s čebelami,  ter  v skladiščenem cvetnem prahu 
(Human  in  Nicolson,  2006).  Vsebnosti  skupnih  maščob  v  cvetnem prahu,  ki  so  ga 
nabrale čebele, se gibljejo od 1,5 do 18,9 %, pri ročno nabranem cvetnem prahu pa od 
3,2 do 17,8 % (Standifer, 1966).
Vsebnosti organskih kislin, tako mlečne kot tudi glukonske kisline, so v cvetnem prahu 
slabo raziskane. Nastanek mlečne kisline v čebeljem kruhku je podrobneje opisan pri 
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fermentaciji  cvetnega  prahu  (glej  poglavje  2.4.4).  Linskens  in  Jorde  (1997) v 
preglednem članku navajata, da se pri fermentiranem cvetnem prahu z biokemijskimi 
procesi  količina mlečne kisline zviša iz  0,26 na 1,78 %, kar  omogoča konzervacijo 
cvetnega prahu.
Cvetni prah je glavni vir vitaminov za čebele. Vsebuje veliko v vodi topnih vitaminov, 
precej  manj  pa  je  v  njem  vitaminov,  ki  so  topni  v  maščobah.  V  cvetnem  prahu 
zasledimo provitamin A in vitamine A – β-karoten, D, E – tokoferol, K, B1 – tiamin, B2 
– riboflavin,  B3 –  niacin,  B5 –  pantotensko  kislino,  B6 –  piridoksin,  vitamin  C  – 
askorbinska  kislina  in  vitamin H  –  biotin,  ter  folno  kislino  (Nielsen  in  Holmström, 
1957; Togasawa in sod., 1967; de Arruda in sod., 2013). Vrednosti vitaminov v cvetnem 
prahu so po različnih publikacijah povzeli Campos in sod. (2008). Vrednosti β-karotena 
so 10-200 mg/kg, tiamina 6-13 mg/kg, riboflavina 6-20 mg/kg, niacina 40-110 mg/kg, 
pantotenske  kisline  5-20  mg/kg,  piridoksina  2-7  mg/kg,  askorbinske  kisline  70-560 
mg/kg, biotina 0,5-0,7 mg/kg, tokoferola 40-320 mg/kg ter folne kisline 3-10 mg/kg. 
Poleg vitaminov v cvetnem prahu zasledimo tudi minerale, katerih vsebnosti so odvisne 
od tipa cvetnega prahu. Najpogostejši minerali v cvetnem prahu so K, Na, Mg, Fe, Ca, 
Zn, Cu, Pb in P od katerih je najbolj  zastopan kalij  (Togasawa in sod.,  1967; Serra 
Bonvehí in sod., 1986; Crane, 1990). Tudi pri mineralih so Campos in sod. (2008) po 
različnih publikacijah povzeli vrednosti mineralov v cvetnem prahu, ki so bile sledeče: 
kalij (4000-20000 mg/kg), magnezij (200-3000 mg/kg), kalcij (200-3000 mg/kg), fosfor 
(800-6000 mg/kg), železo (11-170 mg/kg), cink (30-250 mg/kg), baker (2-16 mg/kg), 
mangan (20-110 mg/kg). 
Voda  v  cvetnem prahu določa  tako mikrobiološke  kot  tudi  organoleptične  lastnosti. 
Običajno je v cvetnem prahu <20 % vode, lahko pa tudi občutno več, kar je odvisno 
tudi od botaničnega izvora cvetnega prahu (Stanley in Linskens, 1974). Vsebnost vode v 
svežem cvetnem prahu je občutno nižja kot v cvetnem prahu, pridobljenem s čebelami 
ter  skladiščenem  cvetnem  prahu pri  rastlinski  vrsti  Aloe  greatheadii var.  davyana. 
Vsebnost vode v svežem cvetnem prahu je s srednjo vrednostjo ovrednotena na 13,1 ± 
1,4 %. Cvetni  prah,  ki  so ga  pridobile  čebele,  je  vseboval  vrednosti  18,8 ± 3,3 %, 
skladiščen cvetni  prah pa 21,0 ± 2,4 % (Human in Nicolson,  2006).  V posameznih 
državah  veljajo  zahteve,  ki  določajo  vsebnost  vode  v  sušenem  cvetnem  prahu.  V 
Braziliji je to 4 g/100 g cvetnega prahu, v Švici in na Poljskem 6 g/100 g, v Urugvaju 8 
g/100 g in v Bolgariji 10 g/100 g cvetnega prahu (Campos in sod., 2008). Cvetni prah 
deluje tudi na zaviranje rasti mikroorganizmov in njihovo uničevanje. Podrobnosti so 
opisane v posebnem poglavju o protibakterijskem delovanju (glej poglavje 2.8.1). 
Čebele  v  panj  prinešeni  cvetni  prah  v  obliki  obnožine  skladiščijo  v  satne  celice  in 
pretvorijo v čebelji kruhek (slika 4). Pri predelavi cvetnega prahu v čebelji kruhek pride 
do določenih biokemijskih sprememb, ki spremenijo kemijsko sestavo cvetnega prahu 
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(Herbert  in  Shimanuki,  1978;  Loper  in  sod.,  1980;  Standifer  in  sod.,  1980; 
Khismatullina, 2005; Anđelković in sod., 2013). Kemijska sestava čebeljega kruhka je v 
večji meri odvisna tudi od sestave cvetnega prahu v obnožini in od rastlinske vrste na 
določenem  območju,  ki  ji  cvetni  prah  pripada  (Feás  in  sod.,  2012).  Pri  kemijskih 
analizah čebeljega kruhka in cvetnega prahu se uporabljajo različne fizikalno-kemijske 
lastnosti,  kot  so  merjenje  vsebnosti  vlage,  beljakovin,  sladkorjev,  maščob,  pepela, 
škroba, pH, pektinov in prehranskih vlaknin. 
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Slika 4: Skladiščena obnožina, imenovana čebelji kruhek 
Figure 4: Stored pollen loads, called bee bread
Herbert  in  Shimanuki  (1978) sta  v  raziskavi  prikazala  kemijsko  analizo  vzorcev 
cvetnega prahu in čebeljega kruhka ter razlik med njima. Vsebnost vlage je nekoliko 
višja pri cvetnem prahu s povprečjem vzorcev 24,31 %, medtem ko je povprečje pri 
čebeljem kruhku 23,98 %. Tudi povprečne vrednosti beljakovin so podobne, in sicer pri 
cvetnem prahu 24,1 %, pri čebeljem kruhku pa 23,3 %. Tako v čebeljem kruhku kot tudi 
v  cvetnem  prahu  so  prisotni  reducirajoči  sladkorji,  čeprav  je  vsebnost  slednjih  v 
čebeljem kruhku višja (27,9 %). V njih zasledimo predvsem maltozo, pa tudi saharozo, 
ki je nereducirajoči disaharid. Škrob za razliko od vzorcev cvetnega prahu z vrednostjo 
1,8 % v čebeljem kruhku ni prisoten. Vsebnost maščob v čebeljem kruhku je bila višja 
(5,4 %), vsebnosti pepela in pH pa sta v čebeljem kruhku bili nižji. Vrednosti pepela v 
čebeljem kruhku so bile 2,8 %, medtem ko je bila povprečna vrednost pepela v cvetnem 
prahu 3,2 %. pH vrednosti pa so bile pri cvetnem prahu 4,8, pri čebeljem kruhku pa 4,1, 
pri čemer lahko vzroke za nižji pH čebeljega kruhka iščemo v prisotnosti mlečne kisline 
(Herbert in Shimanuki, 1978). Tudi Isidorov in sod. (2009) navajajo, da so pH vrednosti 
svežega cvetnega prahu približno 7,2, pri čebeljem kruhku pa zaradi povišanja mlečne 
kisline od 3,5 do 4,2. Zgoraj navedeni avtorji ne navajajo metod za oceno vsebnosti 
mlečne  kisline.  Čebelji  kruhek  vsebuje  tudi  biološko  aktivne  substance,  na  primer 
encime,  kot  so  amilaza,  α-glukozidaza,  fosfataza.  Poleg  encimov v  njem zasledimo 
lahko  tudi  karotenoide,  hormone  in  flavonoide.  Od  vitaminov  v  čebeljem  kruhku 
zasledimo B1, B2, B3, B5, C, E, H, folno kislino in pigmente (Haydak in Vivino, 1950). 
Poleg tega vsebuje tudi veliko mineralnih snovi, kot so K, Ca, Cu, Fe, Mg, Zn, Se, P. 
Navedbe  za  vitamine  in  minerale  v  čebeljem  kruhku  ne  odstopajo  od  navedb  za 
osmukan cvetni prah. Čebelji kruhek in tudi cvetni prah predstavljata ugodno razmerje 
nekaterih  hranilih  snovi,  predvsem  nizko  vsebnost  maščob  ter  visoko  vsebnost 
beljakovin, zato se ju v prehrani ljudi uporablja kot prehransko dopolnilo. Vsebnosti 
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beljakovin  v  čebeljem  kruhku  in  cvetnem  prahu  so  višje  kot  pri  jajcih  in  mesu. 
Priporočajo  ga  tudi  za  izboljšanje  počutja  in  zdravja  pri  ljudeh  (Linskens  in  Jorde, 
1997).
2.4 MIKROBIOTA IN SKLADIŠČENJE HRANE
Specializirani odnosi med živalmi in bakterijami pogosto omogočajo živalim izkoristiti 
drugačno hrano, s čimer izboljšajo lastno prehrano. Mnogo žuželk, kot so termiti, listne 
mravlje in uši z mutualističnim odnosom s simbiontskimi mikroorganizmi izkoriščajo 
vzajemne  ugodnosti  (Kaltenpoth,  2009). Tudi  medonosne  čebele  A.  mellifera imajo 
koevolucijsko  povezavo  s  simbiontskimi  mikroorganizmi,  ki  omogočijo  lažjo 
dostopnost  beljakovin  iz  rastlinskih  virov,  kot  je  cvetni  prah.  Njena  mikrobiota  je 
naseljena z bakterijskimi vrstami v večjem obsegu kot pri ostalih vrstah čebel znotraj 
rodu Apis in pri čmrljih  (Martinson in sod., 2011). Mehanizem naselitve simbiontskih 
mikroorganizmov  med  starejšimi  in  mlajšimi  generacijami  čebel  poteka  preko 
izmenjave hrane, imenovani trofalaksa (Wilson, 1971). 
2.4.1 Razvrstitev mikrobiote pri čebelah
V  prebavilih  medonosne  čebele  najdemo  simbionte  različnih  skupin  oziroma 
filogenetskih  tipov,  kot  so  npr.  Acetobacteraceae,  Bifidobacterium,  Lactobacillus, 
Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria in  Gammaproteobacteria.  Njihova 
filogenetska razporeditev je dostopna v knjigi  Hammes in Hertel  (2006).  Določevanje 
bakterijskih tipov poteka na osnovi sekvencioniranja genov za 16S rRNA (Jeyaprakash 
in sod., 2003; Mohr in Tebbe, 2006; Olofsson in Vásquez,  2008; Martinson in sod., 
2011, 2012;  Moran in  sod.,  2012). Prisotnost  simbiontskih mlečnokislinskih bakterij 
rodu Lactobacillus in Bifidobacterium sta v medni golši medonosne čebele odkrila tudi 
Olofsson in Vásquez (2008).
Bifidobakterije  so  anaerobi  iz  družine  Bifidobacteriaceae,  kamor  uvrščamo  rodove 
Bifidobacterium (32 opisanih vrst) in Gardnerella (1 vrsta). Za njihovo rast je potrebna 
optimalna temperatura  37–41 °C ter  rahlo kislo okolje  s  pH vrednostmi  6,5–7,0.  V 
okolju, kjer pH vrednosti padejo pod 4,5 ali pa so višje od 8,5, se ne razmnožujejo. Pri  
metabolnih  procesih  nekateri  filogenetski  tipi  bakterij  tvorijo  stranske  produkte,  na 
primer kratko verižne maščobne kisline,  kot sta mlečna in ocetna kislina.  Pretvorijo 
lahko  tudi  kompleksne  ogljikove  hidrate,  ki  jih  gostitelj  ne  zmore  prebaviti. 
Bifidobakterije  kot  vir  ogljika  uporabljajo  mono-  in  disaharide.  Ogljikovi  hidrati 
pripomorejo  k  rasti  bifidobakterij  zaradi  koncepta  prebiotikov.  Bifidobakterije 
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proizvajajo tudi različne encime, kot sta  α-glukozidaza in β-glukozidaza. Ti omogočajo 
prilagoditev in tekmovanje v okolju s spremenjenimi hranilnimi snovmi.  Proizvajajo 
tudi  široko  paleto  bakteriocinov,  ki  zavirajo  rast  patogenih  mikroorganizmov  in 
preprečujejo  kvarjenje  hrane  (Biavati  in  Mattarelli,  2006),  kar  podrobneje  v 
nadaljevanju opisujemo v podpoglavju o bakteriocinih.
Lactobacili so Gram-pozitivne bakterije, ki ne tvorijo spor. V družini Lactobacillaceae 
najdemo  rodove  Lactobacillus in  Pediococcus,  ki  vsebujeta  80  vrst  in  15  podvrst 
bakterij (Hammes in Hertel, 2006). Uspevajo v različnih okoljih z visokimi vsebnostmi 
ogljikovih  hidratov,  beljakovinskih  produktov  razgradnje,  vitaminov  ter  nizko 
vsebnostjo kisika. Pri fermentaciji ogljikovih hidratov uporabijo glukozo in so lahko 
homofermentativne in heterofermentativne. Prve iz glukoze proizvedejo več kot 85 % 
mlečne  kisline,  druge  pa  mlečno  kislino,  CO2,  acetata/etanola  in  ocetno  kislino. 
Prisotnost  oksidantov  vpliva  na  končne  produkte  metabolizma,  pri  katerih  nastaja 
mlečna kislina, ki znižuje pH medija in vodikov peroksid  (Hammes in Hertel, 2006). 
Vse to pa vpliva na zaviranje rasti mnogih patogenih mikroorganizmov, med njimi tudi 
Staphylococcus aureus in  Pseudomonas spp.  (Price in  Lee,  1970;  Dahiya  in  Speck, 
1968), kar pomeni, da tudi laktobacile lahko uvrščamo v skupino mikroorganizmov, ki 
izločajo bakteriocine. 
Že  pred  odkritjem  simbiontskih  mlečnokislinskih  bakterij  v  medni  golši  so  različni 
avtorji opisovali prisotnost le-teh v črevesju medonosne čebele, kar govori o skupnem 
evolucijskem  izvoru.  Mlečnokislinske  bakterije  imajo  v  črevesju  na  voljo  hranilne 
snovi, obratno pa mlečnokislinske bakterije ščitijo čebele in njihovo skladiščeno hrano 
pred škodljivimi mikroorganizmi. Mlečnokislinska bakterijska mikrobiota se spreminja 
glede na izvor medičine in prisotnost ostalih bakterijskih rodov pri medonosni čebeli 
(White,  1921;  Rada in  sod.,  1997).  Znotraj  čebeljih ras ima tudi  gostiteljev genotip 
močan vpliv na raznolikost in strukturo mikrobiote (Spor in sod., 2011). Mikrobiota se 
pri  čebelah  razlikuje  znotraj  različnih  starostnih  skupin.  Prebavila  ličink  vsebujejo 
različne  skupine  bakterijskih  tipov,  kot  so  Acetobacteraceae,  Lactobacillus 
(Lactobacillus  kunkeei).  Predvsem  Acetobacteraceae so  pomembne  pri  prvotni 
inokulaciji  prebavil  pri  ličinkah,  ki  se  z  bakterijami  poselijo  preko  zaužite  hrane 
(Vojvodic in sod., 2013).
2.4.2 Učinkovitost izrabe pelodnih zrnc
 
Cvetni prah je dobro odporen na razgradnjo pri prebavi večine organizmov. Kljub temu 
ga določene vrste žuželk in vretenčarjev lahko uporabljajo kot hrano. Pri odpornosti na 
razgradnjo je ključna sestava pelodnih zrnc. Sestavljena so iz ekteksine, endeksine (obe 
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lahko  pod  skupnim  imenom  eksina)  in  intine.  Ekteksino  sestavljata  ektseksina  in 
enseksina,  endeksino  pa  ektneksina  in  endneksina  (Ricciardelli  d’Albore,  1997). 
Ovojnica,  imenovana  sporodermis,  je  iz  kemijskega  vidika  kompleksno  sestavljena. 
Pomembna je zato,  ker izloča kemijske snovi,  ki opraševalcem služijo kot signal za 
obiskovanje  cvetov  (Dobson,  1988).  Sestavljena  in  zaščitena  je  s  kompleksnim 
polimerom  sporopoleninom,  odpornim  na  razgradnjo.  Pogosto  vsebuje  eno  ali  več 
kalitvenih  por,  ki  vodijo  do  notranje  plasti  intine.  Intina,  ki  ločuje  sporodermis  od 
citoplazme, je večplastna in zgrajena iz celuloze in pektina. Pokriva kalitvene pore in 
zagotavlja dobro pregrado, ki preprečuje vstop prebavnih encimov žuželk v prehransko 
bogato citoplazmo pelodnih zrnc (Kress in sod., 1978). 
Nekateri organizmi lahko cvetni prah uporabljajo za prehrano. Vendar pa so medonosne 
čebele izjema, ko gre za skladiščenje cvetnega prahu na daljši rok, da ga lahko kasneje, 
ko naraste potreba po beljakovinski hrani, tudi takoj uporabijo. Pred skladiščenjem ga 
ustrezno obdelajo, zato mu odrasle čebele dodajo izločke, ki zavirajo kaljivost cvetnega 
prahu (Klungness in Peng, 1983). Da lahko čebele uporabijo hranilne snovi, shranjene v 
pelodnih  zrncih,  ga  morajo  pred  uporabo  ustrezno  predelati.  Manipulacija  cvetnega 
prahu jim omogoči,  da  uspešno zaobidejo  prepreke,  povezane z  njegovo sestavo in 
težko dostopno hranilno notranjostjo pelodnih zrnc.  Svež cvetni  prah pri  obdelavi  s 
strani čebel nabrekne. Na mestih, kjer je intina najbolj izpostavljena, se razširijo kolpi, 
volumen  pa  se  zaradi  dodatka  medičine  in  izločkov  čebeljih  žlez  poveča  tudi  pri 
skladiščenem  cvetnem  prahu  (Human  in  Nicolson,  2006).  Vse  to  dogajanje  v 
nadaljevanju omogoča vstopanje encimom (Michener, 1974) ter mikroorganizmom, kar 
izboljšuje prebavljivost pelodnih zrnc (Martinson in sod., 2011). Pri prebavi in prehodu 
cvetnega  prahu skozi  medno golšo intina zaradi  razlike  v osmotskem potencialu  na 
mestu kalitvenih por oslabi (Kroon in sod., 1974). Prebavni encimi pri medonosni čebeli 
oziroma proteaze načnejo pektinske dele pri intini, kar povzroči iztek vsebine pelodnih 
zrnc in s tem zaključek prebave. Celuloza in sporopolenin nista prebavljiva z encimi 
medonosne  čebele  (Klungness  in  Peng,  1983;  Peng  in  sod.,  1985,  1986).  Podobno 
analizo prebave pelodnih zrnc pri hroščih Astylus atromaculatus sta izvedla tudi Human 
in Nicolson (2003). Tako sta način in uspešnost izrabe pelodnih zrnc zelo specifična in 
odvisna  tako  od  vrste  organizma  kot  tudi  od  botaničnega  porekla  cvetnega  prahu. 
Prebavljivost  pelodnih  zrnc  posamezne  rastlinske  vrste  je  odvisna  tudi  od  starosti 
organizma,  kar  povezujejo  z  razvojnim  stadijem  krmilnih  žlez  in  vsebnostjo 
proteolitičnih encimov v prebavilih čebel. Če pogledamo prebavo pelodnih zrnc pravega 
kostanja, vidimo, da imajo že 1 dan stare čebele prebavljenih največ zrnc tega cvetnega 
prahu in sicer okoli 98 %, 23 dni stare čebele le še 49,5 %. Prebava pelodnih zrnc pri 
detelji (Tripholium sp.) pa je pri 1 dan starih čebelah 72 %, pri 23-dnevnih pa le 62 % 
(Crailsheim in sod., 1992).
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2.4.3 Mlečnokislinske bakterije in fermentacija
    
Ljudje skozi tisočletja uporabljajo mlečnokislinsko fermentacijo kot naravni proces za 
povečanje obstojnosti hrane in pijače. Pri industrijski fermentaciji hrane v današnjem 
času  so  v  biotehnoloških  postopkih  široko  uporabljene  mlečnokislinke  bakterije. 
Uporabljamo jih pri  fermentaciji  mlečnih izdelkov, mesa in vina ter  pri  fermentaciji 
sadja in zelenjave, kjer živilu podaljšujemo obstojnost v obiliki konzerviranja. Živilu s 
tem tudi spremenimo senzorične lastnosti in izboljšamo obstojnost  (Microbiology …, 
2012). Mlečnokislinske bakterije so zaradi splošne uporabe ene najbolje proučevanih 
mikroorganizmov  in  so  uporabne  tudi  pri  proučevanju  metabolnih  poti  in  celičnih 
procesov (Konings in sod., 2000). 
Med procesom fermentacije  na  začetku na  živilih  najpogosteje  zasledimo prisotnost 
kvasovk  in  aerobnih  bakterij,  anaerobne  mlečnokislinke  bakterije  pa  postanejo 
prevladujoče  šele  po  mlečnokislinski  fermentaciji  (Hammes  in  Hertel,  2006). 
Fermentacija  je  anaerobni  proces,  pri  katerem mlečnokislinske bakterije  s  pretvorbo 
sladkorja  izločajo  mlečno  kislino.  Pri  pretvorbi  sladkorja  v  mlečno  kislino  najprej 
poteče hidroliza sladkorja v glukozo, nato s pomočjo glikolize nastane piruvat in po 
fermentaciji mlečna kislina. Mlečna kislina znižuje pH, kar omogoča dobro obstojnost 
fermentiranega živila (Erickson in sod., 2004). Medsebojno delovanje mlečnokislinskih 
bakterij in kvasovk ima vrsto vzajemnih učinkov, ki so lahko tako pozitivni kot tudi 
negativni. Odražajo se v samih pogojih fermentacije, kot tudi tvorbi snovi pri procesu 
fermentacije  kot  je  tvorba  vonjav  (Gadaga  in  sod.,  2001) ter  ostalih  metabolnih 
produktih pri kvasovkah in mlečnokislinskih bakterijah (Álvarez-Martín in sod., 2008).
Danes se na področju živilske tehnologije srečujemo predvsem s težavo vse pogostejše 
uporabe  velikokrat  škodljivih  prehranskih  dodatkov, ki  omogočajo  boljšo  obstojnost 
hrane  in  izboljšujejo  organoleptične,  tehnološke,  prehranske  lastnosti  živilom.  Tem 
poskušamo  poiskati  naravne  nadomestke,  ki  zmanjšujejo  tveganje  in  izboljšujejo 
smernice zdrave prehrane. Dobra naravna zamenjava kemijskih aditivov so predvsem 
mlečnokislinske  bakterije  (Soomro  in  sod.,  2002),  ki  jih  preko  začetnih  kultur  v 
prehrambeni industriji vključujemo v fermentirana živila  (Leroy in De Vuyst, 2004). 
Mlečnokislinske bakterije lahko proizvajajo tudi sekundarne metabolne produkte. Med 
njimi prepoznamo organske kisline (mlečna,  ocetna in  mravljinčna kislina),  ogljikov 
dioksid,  vodikov  peroksid,  aromatske  snovi,  encime,  etanol  in  tudi  bakteriocine 
(Cleveland in sod., 2001; Hoover in Steenson, 2014). Te snovi lahko prepoznamo kot 
protimikrobne  snovi  oziroma  snovi,  ki  izboljšujejo  obrambo  pred  mikroorganizmi 
(Holzapfel in sod., 1995; Forsgren in sod., 2010). Zato mlečnokislinske bakterije, kot 
tudi  njihovi  metabolni  produkti,  v  današnjem  času  pogostokrat  vzbujajo  veliko 
zanimanja. Oboji pa so splošno prepoznani kot varni (GRAS), angl. "general recognised 
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as  safe".  Peptidni  antibiotiki,  ki  jih  izločajo  mlečnokislinske  bakterije,  so  namreč 
primarno smrtni za bakterije, človeštvo pa se vse od odkritja antibiotikov dalje spopada 
s patogenimi mikroorganizmi in njihovimi vse bolj dovršenimi mehanizmi za odpornost 
na zdravila (Savadogo in sod., 2004). Poznamo pa tudi mlečnokislinske bakterije, ki z 
delovanjem in izločanjem zdravilnih učinkovin izboljšujejo zdravje in jih imenujemo 
probiotiki (Jahreis in sod., 2002). Ideja probiotikov izhaja iz začetka 19. stoletja, čeprav 
so  njihovo  poimenovanje  v  raziskavah  pričeli  uporabljati  mnogo  kasneje.  Ideja  se 
nanaša  na  uživanje  živih  mikroorganizmov,  predvsem  mlečnokislinskih  bakterij  in 
bifidobakterij  za  izboljšanje  zdravja  in  počutja  ciljnega  organizma.  Fuller  (1989) je 
probiotike opisoval kot dodatek prehrani z vsebnostjo živih mikroorganizmov, ki imajo 
blagodejen učinek na gostitelja z izboljšanjem mikrobnega ravnovesja v gostiteljevih 
prebavilih. Tradicionalno vključevanje probiotikov s hrano je v sodobnem času prešlo v 
trend uživanja probiotikov preko pijač, tablet in kapsul (Hamilton-Miller in sod., 1999).
2.4.4 Fermentacija čebeljih pridelkov
Ker  tudi  medonosne  čebele  za  skladiščenje  in  obstojnost  rezerv  skladiščene  hrane 
uporabljajo  mlečnokislinsko  fermentacijo,  je  najprej  potrebno  omeniti,  da  podrobni 
mehanizmi kemijskih in biokemijskih sprememb pri fermentaciji skladiščene hrane v 
satnih  celicah  niso  popolnoma  znani.  Določeni  raziskovalci,  ki  so  raziskovali  to 
področje, pa ponujajo predloge o delovanju in vključenosti mehanizmov fermentacije.
Cvetni prah, ki ga pašne čebele zberejo v obnožini, gre skozi dinamične procese, ki 
pomenijo predpripravo na kasnejšo fermentacijo. Že spakiran v obnožini se spreminja 
biokemijsko in tudi mikrobiološko  (Gilliam, 1979a,b; Loper in sod., 1980; Gilliam in 
sod., 1989). Preko manipulacije zbiranja cvetnega prahu v obnožino mu pašne čebele 
dodajo med ali medičino iz medne golše, ki vsebuje mikroorganizme in izločke žlez z 
encimi.  Medna golša  vsebuje  kompleksno mešanico  mlečnokislinskih  bakterij,  ki  jo 
najdemo v ličinkah, nezrelem medu, cvetnem prahu in čebeljem kruhku (Olofsson in 
Vásquez,  2008).  Ob  skladiščenju  tako  obdelanega  cvetnega  prahu  v  satnih  celicah 
panjske čebele slednjega še dodatno obdelajo, kar omogoča nastanek čebeljega kruhka. 
Ta je prehransko bogat in odporen na mikroorganizme, ki bi ga lahko pokvarili (Human 
in Nicolson, 2006).  Čebelji  kruhek zagotavlja vse potrebne hranilne snovi za obstoj 
družine. Od celotnega postopka fermentacije v čebelji kruhek je odvisen obstoj in razvoj 
čebelje  družine,  ker  čebelji  kruhek  dojilje  uporabljajo  tudi  pri  pripravi  matičnega 
mlečka (Winston, 1987).
Pomembnost  predpriprave  cvetnega  prahu  za  fermentacijo  v  obnožini  je  enaka,  kot 
sama obdelava in fermentacija cvetnega prahu v čebelji  kruhek v satnih celicah. Pri 
fermentaciji cvetnega prahu v satnih celicah čebele slednjega najprej dobro pretlačijo, 
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nakar  na  vsako pretlačeno  plast  še  dodatno  preko  medičine  oz.  medu  nanesejo  del 
vsebine mikrobiote medne golše, poleg tega pa še mešanico žleznih izločkov z encimi. 
Vsebina  medne  golše  v  procesu  skladiščenja  cvetnega  prahu  omogoči,  da  ob 
fermentaciji  cvetni  prah  naselijo  mlečnokislinske  bakterije  rodu  Lactobacillus in 
Bifidobacterium (Vásquez in Olofsson, 2009). Tako pripravljen cvetni prah, skladiščen 
v satnih celicah, je zaradi vsebnosti mikrobiote in žleznih izločkov čebel pripravljen na 
fermentacijo. Čebele ga prekrijejo z medom in celice zaprejo z voščenim pokrovčkom. 
V procesu fermentacije skladiščenega cvetnega prahu v satnih celicah mikroorganizmi 
dodajo mlečno kislino  (Gilliam, 1979a,b; Gilliam in sod., 1989).  Med fermentacijo v 
tako skladiščeni satni celici potečejo različni kemijski procesi glede na razpoložljivost 
in  aktivnost  encimov, mikroorganizmov, vlage in temperaturo okoli  33  °C. Po dveh 
tednih  ob  zaključeni  fermentaciji  tako  nastane  biološko  vrednejši  čebelji  kruhek  s 
spremenjeno  kemijsko  sestavo  (Herbert  in  Shimanuki,  1978;  Loper  in  sod.,  1980; 
Human in Nicolson, 2006; Anđelković in sod., 2013). 
Med fermentacijo cvetnega prahu v čebelji  kruhek se poleg biokemijskih sprememb 
spreminja tudi mikrobiološka sestava cvetnega prahu.  Fermentacija se prične z visoko 
variabilnostjo  mikrobne  skupnosti,  vključno  s  številnimi  vrstami  gliv,  kvasovk  in 
bakterij  iz  pelodnih zrnc  in  čebelje  mikrobiote.  Med fermentacijo  cvetnega prahu v 
anaerobnih pogojih v veliki meri prevladujejo bakterije in tudi kvasovke, ki proizvajajo 
rastne  faktorje  za  naselitev  mikroorganizmov,  ki  v  nadaljevanju  fermentacije 
prevzamejo dominantno vlogo (Gilliam, 1979b). Nasledijo jih mlečnokislinske bakterije 
vrst  Lactobacilus  spp. in  Bifidobacterium  spp.,  ki  z  izločanjem  mlečne  kisline  še 
dodatno povečajo kislost,  kar  cvetnemu prahu omogoča obstojnost  (Gilliam,  1979a; 
Anderson in sod., 2011). Sledi delovanje plesni, ki porabijo večino mlečne kisline, s 
čimer  postane  čebelji  kruhek  čebelam  uporaben  in  lažje  prebavljiv.  Pri  novo 
skladiščenem čebeljem kruhku zasledimo prisotnost plesni  Penicillium, ki proizvajajo 
encime  in  antibiotike  za  zaviranje  rasti  neželenih  mikroorganizmov  tudi  znotraj 
ekološke niše medija, kot je čebelji kruhek. Poleg teh so identificirali še večje število 
ostalih  gliv,  med  njimi  tudi  rod  Aspergillus (Gilliam  in  sod.,  1989).  Večina 
mlečnokislinskih bakterij, ki izhajajo iz medne golše, je v živem stanju v obdelani hrani, 
kot je čebelji kruhek, prisotnih okoli 2 tedna, kar pa ne velja za čebelji kruhek, starejši 
od 2 mesecev  (Vásquez in Olofsson, 2009). Razmišljanje o pomenu mlečnokislinskih 
bakterij pri skladiščenju cvetnega prahu in nastajanju čebeljega kruhka so povzeli tudi 
DeGrandi-Hoffman  in  sod.  (2009a).  Proučevali  so  tudi  vpliv  škodljivih  dejavnikov 
okolja, kot so insekticidi in fungicidi, na življenje čebel in s tem tudi na skladiščenje 
hrane  (DeGrandi-Hoffman  in  sod.,  2009b).  Kasnejše  raziskave  Andersona  in  sod. 
(2014) pa so opozorile, da mikroorganizmi morda nimajo tako izrazite vloge pri zorenju 
čebeljega kruhka. Z natančno raziskavo so pokazali, da v prvih treh dneh pride le do 
manjšega porasta mikroorganizmov, nato pa sledi upadanje.
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Podobno  kot  pri  skladiščenju  cvetnega  prahu  je  v  mednih  celicah  fermentacija 
pomembna tudi med procesom zorenja medičine v med. Eden od metabolnih produktov 
fermentacije v medu je tudi glicerol, ki se v medu pojavlja v manjši količini. Nastal naj 
bi kot proizvod delovanja mikroorganizmov, prisotnih v medičini in mani. Na osnovi 
encimatske  metode  so  določili  vrednosti  33  vzorcev  španskega  medu  iz  pokrajine 
Galicija, ki so znašale od 50 do 370 mg/kg (Huidobro in sod., 1993). Kasneje so določili 
še vsebnosti etanola, ki nastane pri anaerobni fermentaciji medu, te so bile od 14 do 50 
mg/kg (Huidobro in sod., 1994).
2.5 ČEBELJE ŽLEZE IN PREDELAVA ČEBELJIH PRIDELKOV
Žleze pri medonosni čebeli imajo pomembno vlogo pri predelavi in skladiščenju hrane. 
Preko njih se izločajo encimi, ki imajo pomembno vlogo pri prebavi hrane  (Delage-
Darchen in sod., 1982), ter protimikrobne snovi, ki vplivajo na obstojnost skladiščene 
hrane. Žlezni sistem odrasle medonosne čebele  Apis mellifera  je sestavljen iz krmilne 
žleze, čeljustne žleze in žlez slinavk (slika 5). Pri določenih vrstah čebel družine Apidae 
je lahko prisotna še dodatna skupina žlez v glavi (Poiani in Cruz-Landim, 2010b). 
Slika  5: Najpomembnejše skupine žlez v glavi in oprsju čebele delavke. Krmilna-podžrelna žleza (1), 
čeljustna-mandibularna žleza (2), glavina žleza slinavka (3), oprsna žleza slinavka (4)
Figure  5: The most common salivary glands in worker bee head and thorax. Feeding-hypopharyngeal 
gland (1), mandibular gland (2), cephalic salivary gland (3), thoracic salivary gland (4) 
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Izmed omenjenih žlez ima najpomembnejšo vlogo pri obdelavi in skladiščenju hrane 
krmilna - podžrelna žleza (slika 5-1).  Aktivacija krmilnih žlez bi lahko bila posledica 
prehranjevalnih  navad,  kot  smo predhodno omenili,  vpliva  tudi  prisotnosti  cvetnega 
prahu v njihovi prehrani. Razvoj in delovanje krmilne žleze je povezano z delitvijo dela 
v družini (Free, 1961), spremembami med zimskimi in poletnimi čebelami (Deseyn in 
Billen,  2005),  različnimi  interakcijami  znotraj  čebelje  družine  (Snodgrass,  1910; 
Chapman, 1998) ter morfološkimi spremembami pri osebkih.
S starostjo se krmilne žleze spremenijo,  s  tem pa tudi njihovo izločanje encimov in 
proteinov  (Takenaka in sod., 1990a). Pri mladih čebelah krmilkah se iz krmilnih žlez 
izločajo proteini matičnega mlečka (slika 6). Matični mleček vsebuje bioaktivne snovi, 
kot so 10-hidroksi-2-dekanojska maščobna kislina (Blum in sod., 1959), peptid rojalizin 
(Fujiwara  in  sod.,  1990) ter  ostale  peptide,  ki  s  svojim  bioaktivnim  delovanjem 
uničujejo različne mikroorganizme (Eshraghi in Seifollahi, 2003; Fontana in sod., 2004; 
Romanelli in sod., 2011).
Slika 6: Prerez matičnika z matičnim mlečkom
Figure 6: Cross section of the queen cell with royal jelly
Pri  starejših  pašnih  čebelah  se  velikost  krmilnih  žlez  zmanjša,  kar  vpliva  tudi  na 
zmanjšanje izločanja proteinov (Crailsheim in Stolberg, 1989; Huang, 1990; Knecht in 
Kaatz, 1990; Kubo in sod., 1996; Ohashi in sod., 1997; Feng in sod., 2009). Omenili 
smo  že  peptid  defenzin  in  novo  odkrit  peptid  rojalizin  (Fujiwara  in  sod.,  1990). 
Pravzaprav gre za protimikrobna peptida polimorfnega gena defenzin-1,  ki se izraža 
predvsem v žlezah, translacijska produkta pa sta defenzin in rojalizin (Klaudiny in sod., 
2005). Kljub zmanjšanju krmilnih žlez pa se iz njih še vedno izločajo encimi, s katerimi 
starejše pašne čebele obdelajo medičino in mano v mednih satnih celicah (slika 7), kar 
pripomore  k  zorenju  medu. Poleg  encima  α-glukozidaza pri  procesu  zorenja  medu 
sodeluje  tudi  encim glukoza  oksidaza,  ki  glukozo  oksidira  do  glukonske  kisline  in 
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vodikovega peroksida, pri čemer prihaja do protibakterijske zaščite medija (Takenaka in 
sod., 1990b). 
Slika 7: Procesna obdelava medičine in mane v mednih satnih celicah
Figure 7: Processing of nectar and honeydew in the honeycomb cells
2.6 PALINOLOŠKE RAZISKAVE MEDU IN CVETNEGA PRAHU
Čebele običajno obiskujejo bolj pogosto le najbolj medečo rastlino ali pa največ le nekaj 
primerljivih rastlin. Poleg tega pa se pojavlja v manjšem obsegu tudi cvetni prah drugih 
rastlin.  Ker  so  nabiralke  cvetnega  prahu  običajno  specializirane  čebele  za  nošenje 
obnožine, samo medenje cvetov za obisk cvetov ni najpomembnejši dejavnik. Natančni 
dejavniki,  ki  uravnavajo  izbiro  rastlin  za  nabiranje  cvetnega  prahu  niso  podrobno 
pojasnjeni, vemo pa, da čebelje družine nabirajo cvetni prah na več rastlinah hkrati. V 
Sloveniji  smo našli  preko 140 različnih  taksonov glede  na  obliko  cvetnih  prahov v 
točenem  medu.  Ker  pa  vseh  vrst  ni  mogoče  določiti  z  običajno  mikroskopijo,  se 
ocenjuje, da je omenjenih taksonov še več  (Božič in sod., 2006). Analizo, pravila ter 
smernice  prepoznavanja  pelodnih  zrnc  pri  mikroskopski  metodi  opisujejo  različni 
avtorji  (Ricciardelli d’Albore, 1997; Von der Ohe K. in Von der Ohe W., 2007). Pri 
prepoznavanju pelodnih zrnc je potrebno upoštevati nekatere smernice. Prepoznavanje 
poteka s poudarkom na obliki, velikosti in površini pelodnih zrnc kot tudi številu in 
obliki odprtin na površini pelodnih zrnc.
2.6.1 Oblika in velikost pelodnih zrnc
V palinološkem atlasu (Von der Ohe K. in Von der Ohe W., 2007) je omenjeno, da je 
zunanji  izgled  pelodnih  zrnc  odvisen  od vsebnosti  vode v  medu in  načina  priprave 
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vzorca  in  tudi  od  skladiščenja  vzorcev.  Citoplazma  lahko  v  odvisnosti  od  različne 
količine vlage nabrekne in s tem vpliva na zunanji  izgled pelodnih zrnc ter  njihovo 
velikost. Med simetričnimi oblikami poznamo ovalno obliko pelodnih zrnc (lahko tudi 
zožena,  stisnjena  ali  razširjena)  ter  cirkularno,  angularno,  lobatno  obliko.  Med 
asimetrične oblike pa uvrščamo bilateralno, heteropolarno in iregularno obliko pelodnih 
zrnc. Pri obliki pelodnih zrnc moramo omeniti,  da poleg enocelične monadne oblike 
pelodnih zrnc obstajajo še večcelična diadna, večcelična tetradna, večcelična poliadna 
oblika pelodnih zrnc ter vezikulatna oblika pelodnih zrnc, ki vsebuje zračne mehurčke.
Pri  nekaterih  rastlinskih  vrstah  so  lahko  pelodna  zrnca  različnih  velikosti.  Njihova 
velikost je lahko različna na različnih cvetovih, lahko pa tudi na različnih prašnikih. 
Kljub temu je informacija o velikosti pelodnega zrnca (µm) pomembna za orientacijo 
pri  mikroskopski analizi  pelodnih zrnc (Von der Ohe K. in Von der Ohe W.,  2007). 
Pelodna zrnca lahko po velikosti razporedimo na kategorije od zelo majhnih <10 μm 
(Myosotis sp.), do ogromnih > 200 μm, kot so pelodna zrnca Mirabilis sp. (Ricciardelli 
d’Albore, 1997).
2.6.2 Število in oblika odprtin
Na površini pelodnih zrnc so navadno prisotne odprtine. Morfološke značilnosti odprtin 
so za določitev izredno pomembne. Glede na število, lego in obliko odprtin pri pelodnih 
zrncih so v štirih verzijah opisane razlike pri poratnih in kolpatnih pelodnih zrncih. Pri 
kolpih je oblika podolgovata z ostrimi robovi in obliko čolna. Obdaja jih lahko okvir 
ekteksine – margo. Kolpatna pelodna zrnca lahko glede na število kolpov delimo na 
monokolpatna  (Allium sp.),  dikolpatna  (Hypericum sp.),  trikolpatna  (Papaver sp.), 
stefanokolpatna (Thymus sp.), heterokolpatna (Phacelia sp.). Stefanokolpatna imajo v 
ekvatorialni legi več kot tri kolpe, pri heterokolpatnih pa je odprtina kombinacija kolpov 
in por. Pore so okroglih oblik, lahko tudi rahlo ovalne z okroglimi robovi. Obdaja jih 
lahko obroč – anulus. Poratna pelodna zrnca lahko glede na število por razdelimo na 
monoporatna  (Poaceae),  diporatna  (Colchium sp.),  triporatna  (Betula sp.), 
stefanoporatna (Campanula sp.), periporatna (Chenopodium sp.). Stefanoporatna oblika 
ima v ekvatorialni legi več kot tri pore, pri periporatni obliki pa so pore razporejene po 
celotni površini pelodnih zrnc. Omenjamo tudi stefanokolporatno obliko (Symphytum 
sp.),  pri  kateri so v ekvatorialni legi prisotne več kot tri pore in kolpi.  Zaradi svoje 
redkosti  in  posebnosti  so  perikolpatna,  perikolporatna  in  stefanoporatna  odlična  pri 
prepoznavanju pelodnih zrnc. Število odprtin se kot znak za ločevanje peloda uporablja 
neodvisno od tipa odprtine (Ricciardelli d’Albore, 1997; Von der Ohe K. in Von der Ohe 
W., 2007). 
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2.6.3 Površina pelodnih zrnc
Površina je morfološki znak, kjer se pri opisu in predstavitvi površine pelodnih zrnc za 
razliko od idealnih primerov lahko pojavljajo podobnosti  med posameznimi tipi.  Pri 
prepoznavanju lahko težave nastopijo pri diferenciaciji verukatnega in gematnega tipa, 
baculatnega in klavatnega tipa, retikulatnega in foveolatnega tipa. Von der Ohe K. in 
Von  der  Ohe  W.  (2007) sta  podrobneje  predstavila  razporeditev  in  opise  površin 
pelodnih zrnc. Poznamo psilatno (gladek videz sporodermisa z vidnimi odprtinicami, 
brazdami – večje povečave), foveolatno (vidne večje odprtine na tektumu), skabratno 
(videz  posutih  kosmičev),  verukatno  (videz  kupol  ali  kroglastih  bradavic),  gematno 
(videz okroglih izrastlin), baculatno (videz izrastlih paličic), ehinatno (bodičast videz), 
striatno  (vzporedna  razporejenost  brazd),  rugulatno  (neurejena  razporejenost  brazd), 
retikulatno (mrežast videz), perforatno (vidne drobne luknjice), klavatno, granulatno in 
fenestratno površino pelodnih zrnc (Rode, 1981; Ricciardelli d’Albore, 1997). 
2.6.4 Posebnosti in omejitve pri prepoznavanju pelodnih zrnc
Prepoznava oz. določitev pelodnih zrnc je zaradi pestrosti oblik, velikosti pelodnih zrnc 
in  raznolikosti  taksonomskih skupin kompleksna.  Tudi  izkušen določevalec številnih 
pelodnih zrnc ne uspe določiti vrste ali rodu. Pri teh smernicah se upošteva dodatne 
pomembne lastnosti eksine, intine, citoplazme in odprtin, ki pripomorejo k zanesljivejši 
določitvi pelodnih zrnc. V primeru zamenjav lahko določene interpretacije zasledimo v 
palinološkem atlasu  (Von der Ohe K. in Von der Ohe W., 2007). Vrstna določitev je 
dovoljena le v primeru, da je določevalec z gotovostjo prepričan, da cvetni prah pripada 
določeni  botanični  vrsti,  v  nasprotnem  primeru  je  potrebno  določitvi  zapisati  širši 
pomen sensu lato oz. obliko  form, kar podrobneje opisujejo  Louveaux in sod. (1978). 
Pri  določevanju  zapišemo  lahko  tudi  izraz  group,  shape,  kar  podrobneje  opisuje 
Ricciardelli d’Albore (1997).
S tradicionalnimi metodami prepoznavanja cvetnega prahu so povezane tudi določene 
omejitve  in  težave,  zato  v  sodobnem  času  vse  pogosteje  mikroskopske  tehnike 
dopolnjujemo z modernejšimi tehnikami  (Aronne in De Micco, 2010). Pri določanju 
botaničnega izvora medu mikroskopska analiza predstavlja le eno od zahtevanih analiz. 
Za pravilno določitev porekla medu se zahtevata  še senzorična analiza in  fizikalno- 
kemijska analiza medu. Znotraj vseh treh analiz se spremlja vrednosti več parametrov in 
dovoljenih  odstopanj.  Tako  recimo  za  določevanje  sortnosti  medu  na  podlagi 
analiziranja  cvetnega  prahu  potrebujemo  vsaj  45  %  zastopanost  cvetnega  prahu 
posamezne rastlinske vrste, pri kostanjevem medu pa celo 90 % (Persano Oddo in Piro, 
2004). Zanesljivi rezultati analize cvetnega prahu so omogočeni le ob delu strokovnjaka 
z  veliko  izkušnjami  na  tem področju.  Tudi  delo  strokovnjakov  je  subjektivno,  zato 
33
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
laboratoriji  medsebojno  preverjajo  njihovo  učinkovitost  pri  pelodnih  analizah. 
Preverjanje  poteka  s  pregledovanjem istega vzorca s  cvetnim prahom,  kar  omogoča 
zadovoljivo ponovljivost rezultatov  (Von Der Ohe in sod., 2004). Poleg metodoloških 
omejitev in pravil pa rezultate pri analizi cvetnega prahu pogojujejo tudi vključenost 
rastlinskih vrst in sezonske razmere na pasišču v času pridobivanja medičine, kjer cvetni 
prah  ponavadi  zaide  v  medičino,  kot  tudi  naključna  kontaminacija  medu s  cvetnim 
prahom v satju preko panjskih čebel. Velik vpliv pa ima tudi delovanje in morfološke 
značilnost  organizma.  Pri  tem mislimo predvsem potovanje medičine in  v medičino 
zajetega  cvetnega  prahu  skozi  čebelja  prebavila  (Maurizio,  1975).  Potrebno  pa  je 
upoštevati  že  predhodno omenjeno dejstvo,  da lahko čebele cvetni  prah  pridobivajo 
neodvisno od medičine.
2.7 ANTIOKSIDATIVNOST MEDU IN CVETNEGA PRAHU
Antioksidanti  so  naravne  ali  sintetične  snovi,  ki  zavirajo  ali  preprečujejo  neželene 
oksidativne  spremembe  v  bioloških  sistemih.  Med  naravne  antioksidante  uvrščamo 
fenolne spojine,  dušikove snovi,  karotenoide in askorbinsko kislino  (Antioxidant …, 
1997). Slednji oksidativni stres v celicah preprečujejo z lovljenjem prostih radikalov 
kisika  ter  odstranjevanjem  oksidativno  poškodovanih  molekul.  Nastanek  prostih 
radikalov kisika v bioloških sistemih je povezan z njihovim metabolizmom ali  pa z 
okoljskimi dejavniki,  kot  so UV svetloba in  karcinogeni elementi.  Povzročajo lahko 
nastanek  določenih  bolezni  (Ames  in  sod.,  1993),  ter  avtooksidacijo  nenasičenih 
maščobnih  kislin  v hrani.  Prestrezajo tudi  proste  radikale  med oksidacijo  in  oddajo 
vodik iz fenolne hidroksilne skupine, ki formira končni produkt (Sherwin, 1978). Poleg 
tega uničujejo koencime, makromolekule, na primer beljakovine, maščobe in ogljikove 
hidrate,  ter  živčne  prenašalce.  Žive  celice  imajo  omejene  zmožnosti  odpravljanja 
posledic  vpliva  prostih  kisikovih  radikalov,  zato  lahko  celični  stres  zmanjšamo  z 
vnosom antioksidantov preko zaužite  hrane,  s  čimer  zagotovimo zadostne  vsebnosti 
vitaminov C in E, beta karotena in polifenolov, kot so flavonoidi. Antioksidanti že od 
nekdaj  veljajo za temelj  zdravega življenja  (Huang in  sod.,  1992;  Madhavi  in  sod., 
1995; Cook in Samman, 1996). Pregled fenolnih antioksidantov v različnih vrstah hrane 
je  v  preglednem  članku  navedel  Dimitrios  (2006).  Fenolni  antioksidanti  (AH) 
preprečujejo oksidacijo lipidov z oddajo vodikovega atoma lipidnim radikalom (LOO•, 
LO•).  Manjša kot je jakost vezi A-H, večja je učinkovitost  antioksidanta,  vendar pa 
nastali  fenoksilni  radikal  (A•)  ne  sme  sprožiti  novih  radikalskih  reakcij.  Fenolni 
antioksidanti so ustrezni donorji vodika in elektronov, njihovi radikali v aromatskem 
obroču so relativno stabilni (Pokorny, 1987).
2.7.1 Pregled antioksidativnih snovi
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Fenolne spojine so sekundarni metaboliti. Prisotne so v rastlinah in imajo nalogo zaščite 
rastlin  pred  škodljivimi  vplivi,  kot  so  različne  bolezni,  škodljivci,  UV žarki,  nizke 
temperature,  ozon  ter  ostalimi  oksidanti  (Smirnoff,  2008).  Njihovo  delovanje  je 
antioksidativno, zmanjšujejo pa delovanje molekul reaktivnih kisikovih zvrsti. Fenolne 
spojine vsebujejo najmanj en aromatski obroč z eno ali več -OH skupinami, zaradi česar 
jih  imenujemo tudi  polifenoli.  Polifenoli  so razdeljeni  na  več skupin,  med njimi  so 
flavonoidi in fenolne kisline. Poleg teh med polifenole uvrščamo še stilbene in lignane. 
Zaradi pozitivnih efektov polifenolov jih uporabljamo tudi v prehrani ljudi in živali, 
vendar pa se njihova zastopanost znotraj živil zelo razlikuje  (Manach in sod., 2004). 
Pomembne  so  z  vidika  njihovih  biokemijskih  in  medicinskih  lastnosti,  njihovega 
protibakterijskega,  protivnetnega,  protialergijskega in protirakavega delovanja znotraj 
živih organizmov kot  tudi  iz  vidika njihove zgradbe z  aktivnostjo  prostih  radikalov 
(Rice-Evans in sod., 1996; Karou in sod., 2005; Archivio in sod., 2007)DD . Razporeditev 
polifenolov glede na število C-atomov in predstavitev metabolnih poti je podrobneje 
predstavljena v knjigi Plant Biochemistry (1997).
Flavonoidi  so rastlinske  snovi,  predvsem rastlinski  fenolni  pigmenti,  ki  jih  živali  in 
ljudje  ne  moremo  sintetizirati.  Poznanih  je  več  kot  4000  flavonoidov  z  osnovno 
strukturo  C15,  imenovano  aglikon  (C6-C3-C6).  Medsebojno  se  razlikujejo  po 
heterocikličnem obroču C3 in različnih substituentah. Delimo jih na flavonole, flavone, 
izoflavone, flavanone, antocianidine in flavanole. Flavonoidi so pomembni v prehrani, 
ker  delujejo  kot  antioksidanti  in  posredno  preprečujejo  oksidacijo  lipidov,  npr.  z 
lovljenjem  lipidnih  peroksidnih  radikalov,  vezavo  kovinskih  ionov,  zaviranjem 
encimskega delovanja, ki omogočajo nastanek prostih radikalov, ter s samim lovljenjem 
radikalov (HO•, O2• -). Flavoni in flavonoli vsebujejo nenasičen ogljikov obroč z dvojno 
vezjo med C2 in  C3 (vsebujejo 3-OH skupino,  na katero se pogosto veže sladkorna 
komponenta). Med flavone uvrščamo krizin in apigenin, med flavonole pa kemferol, 
kvercetin in miricetin.  Flavanoli,  kot so katehin,  epikatehin in galokatehin vsebujejo 
nasičen  ogljikov  obroč  s  -OH  skupinami.  Flavone  in  flavanone  pogosto  najdemo 
prisotne na enakih rastlinah, običajno citrusih. Flavonov in flavonolov ter flavanonov in 
antocianidinov pa običajno ne najdemo skupaj  (Rice-Evans in sod., 1996; Manach in 
sod., 2004; Yao in sod., 2004; Archivio in sod., 2007)DD . V skupini antocianidinov se 
nahajajo malvidin, cianidin in apigenidin ter ostali, ki preko vezave s sladkorji preidejo 
v antocianine (Clifford, 2000).
Tudi  fenolne  kisline,  kot  so  hidroksicimetna  in  hidroksibenzojska  kislina,  imajo 
antioksidativno delovanje.  Prisotne  so  v  svežem sadju  in  zelenjavi,  na  primer  kavi, 
kiviju, borovnicah, jajčevcih in različnih čajih (Manach in sod., 2004). Fenolne kisline 
nastajajo  pri  fenilpropanoidnem  metabolizmu  rastlin.  Sestavljajo  jih  hidroksilirani 
derivati cimetne in benzojske kisline. Med hidroksicimetne kisline uvrščamo aromatske 
spojine  s  stransko  verigo  C-atomov  C6-C3,  kot  so  kavna,  p-kumarna,  ferulna  in 
sinapinska kislina. Med hidroksibenzojske kisline pa uvrščamo spojine s strukturo C6-
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C1, kot so protokatehinska, galna, p-hidroksibenzojska, vanilinska in siringinska kislina 
(Rice-Evans in sod., 1996; Mattila in Kumpulainen, 2002; Robbins, 2003). 
2.7.2 Prisotnost antioksidantov v medu
Antioksidativno  delovanje  medu  omogočajo  fenolne  spojine  (Beretta  in  sod.,  2005; 
Estevinho in sod., 2008). Poleg teh so v medu prisotne še različne snovi, ki izražajo 
antioksidativne  lastnosti  medu.  Te snovi  so  organske  kisline,  kot  sta  glukonska  in 
askorbinska kislina, nekateri encimi, kot so glukoza oksidaza, katalaza in peroksidaza, 
ter  karotenoidi,  α-tokoferol,  produkti  Maillardove reakcije in aminokisline,  vezane v 
peptide  (Gheldof  in  sod.,  2002).  Antioksidativne  lastnosti  so  odvisne  tudi  od 
geografskega in botaničnega porekla medu ter vrstne specifičnosti medu, poleg tega pa 
tudi od okoljskih dejavnikov, sezone, načina skladiščenja ter predelave s tehnološkimi 
postopki  (Anklam, 1998; Al-Mamary in sod., 2002; Yao in sod., 2004; Bertoncelj in 
sod., 2007).
Ko  govorimo  o  fenolnih  spojinah,  je  potrebno  omeniti,  da  nekatere  vrste  medu 
vsebujejo tako imenovane tipične markerje (Tomás-Barberán in sod., 2001). Razlike v 
okusu in fizikalnih lastnostih medu, kot so barva, viskoznost, higroskopske lastnosti in 
pH so določene z botanično sestavo medu preko aromatskih snovi, ogljikovih hidratov 
in  drugih  rastlinskih  spojin,  ki  se  glede  na  vzorec  medu  lahko  občutno  razlikujejo 
(Ramanauskiene in sod., 2012). Ravno zaradi specifične sestave je med zahtevno živilo 
za  analizo  fenolnih  spojin,  ki  se  med  čebeljimi  pridelki  razlikujejo.  Vsebnosti 
flavonoidov v medu so v primerjavi s cvetnim prahom in propolisom najnižje (0,006 
%). Cvetni prah vsebuje okoli 0,5 %, propolis pa okoli 10 % flavonoidov (Campos in 
sod., 1990). V medu prisotni flavonoidi so flavonoli, flavanoni in flavoni. Med njimi so 
najpogostejši flavanoni, kot sta pinocembrin in pinobanksin, ter flavoni, kot sta krizin in 
galangin  (Ferreres  in  sod.,  1994).  Podobno  delitev  flavonoidov  na  flavanone  in 
flavanone/flavanole  v  medu  in  propolisu  so  omenjali  že  Campos  in  sod.  (1990). 
Najpogosteje  zastopani  flavonoidi  v  medu,  kot  so  krizin,  tektokrizin,  pinobanksin, 
pinocembrin  in  galangin  izhajajo  iz  propolisa  in  voska.  Ostali,  kot  so  kvercetin, 
kamferol, apigenin in luteolin pa izhajajo iz medičine in cvetnega prahu (Soler in sod., 
1995). Vsebnosti flavonoidov v vzorcih medu iz Venezuele so bile določene med 2,32 in 
14,41 mg/100g, polifenolov pa med 38,15 in 182,10 mg/100g (Vit in sod., 2009) in so 
podobne kot pri vzorcih medu iz Burkine Faso (Meda in sod., 2005). Med flavonoidi je 
v  medu  protibakterijsko  aktiven  pinocembrin  imel  vrednosti  0,2  do  0,3  mg/100g 
(Bogdanov,  1989).  Poleg  flavonoidov  v  vzorcih  medu  na  antioksidativne  lastnosti 
vplivajo tudi v medu prisotne fenolne kisline. V evropskem medu obstaja 18 aromatskih 
in alifatskih karboksilnih kislin, katerih zastopanost v medu je odvisna od botaničnega 
porekla medu (Andrade in sod., 1997; Dimitrova in sod., 2007).
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Za  merjenje  antioksidativnega  delovanja  medu  uporabljamo  različne  metode.  Kljub 
temu  se  lahko  pojavijo  težave  pri  primerjanju  rezultatov  med  njimi,  ker  znotraj 
posamezne metode obstajajo različne modifikacije te metode. Beretta in sod. (2005) so 
tako zasnovali standardizacijo postopkov za merjenje antioksidativnega delovanja medu 
na  osnovi  medsebojne  kombinacije  različnih  testov  ter  primerjalnih  in  statističnih 
analiz.  Kljub  uporabi  različnih  metod  pa  zaznamo  pozitivno  korelacijo  vsebnosti 
fenolnih  spojin  in  antioksidativnega  delovanja  (Al-Mamary  in  sod.,  2002) ter  tudi 
primerjavo antioksidativnega delovanja z ostalimi snovmi, ki izražajo antioksidativne 
lastnosti medu (Gheldof in sod., 2002). Podobne rezultate z zelo visokim korelacijskim 
koeficientom (r = 0,966) so v raziskavi opisali  Bertoncelj in sod. (2007). Pri kasnejši 
raziskavi  slovenskega  medu  so  prikazane  razlike  vsebnosti  fenolnih  spojin  in 
antioksidativnega delovanja, ki se pojavljajo tudi med svetlim in temnim medom. Tako 
akacijev, lipov  in  cvetlični  med  vsebujejo  nižje  vsebnosti  fenolnih  spojin  in  slabše 
antioksidativno  delovanje  za  razliko  od  temnega  medu  (kostanjev,  smrekov,  jelkin, 
gozdni  med),  kjer  so  bile  višje  (Bertoncelj  in  sod.,  2011a).  Podobne  raziskave 
antioksidativnega delovanja fenolnih spojin so izvedli mnogi raziskovalci  (Beretta in 
sod., 2005; Al in sod., 2009; Ferreira in sod., 2009; Vit in sod., 2009; León-Ruiz in sod., 
2013). Antioksidativno delovanje medu je zaradi preprečevanja oksidativnih procesov 
pomembno za izboljšanje zdravja ljudi (Alvarez-Suarez in sod., 2010). Vse bolj pa se 
njegove  lastnosti  zaradi  zaviranja  kvarljivcev  hrane  in  preprečevanja  maščobne 
oksidacije izkoriščajo tudi v prehrambeni industriji (Antony in sod., 2000; Taormina in 
sod., 2001).
2.7.3 Prisotnost antioksidantov v cvetnem prahu
Nedavno  so  pozornost  pričeli  namenjati  tudi  fenolnim  spojinam  v  cvetnem  prahu 
(Campos in sod., 1997; Campos in sod., 2003), ki vsebujejo veliko snovi z biološko 
aktivnostjo.  Zaščitna  in  biološka  vrednost  cvetnega  prahu  je  poleg  vsebovanih 
maščobnih kislin  (Manning, 2001), esencialnih aminokislin, vitaminov ter rastlinskih 
sterolov  (Mărgăoan in sod.,  2010) mogoča tudi  zaradi  vsebnosti  polifenolnih spojin 
(Serra Bonvehí in sod., 2001; Mărghitaş in sod., 2009). Raznolikost fenolnih spojin v 
cvetnem  prahu  omogoča  različne  fiziološke  učinke  delovanja,  med  drugim  tudi 
protimikrobno delovanje (Özcan in sod., 2004; Basim in sod., 2006) in antioksidativno 
delovanje  (Kroyer in Hegedus, 2001; Carpes in sod., 2007). Pri cvetnem prahu je v 
glavnem vse  odvisno  od  vsebnosti  fenolnih  spojin,  ki  omogočajo  zmožnost  vezave 
prostih  radikalov,  lahko  pa  so  te  vrednosti  dodatno  soodvisne  tudi  od  vsebnosti 
določenih snovi, kot so proteini in vitamini  (Campos in sod., 2003). Antioksidativno 
delovanje cvetnega prahu omogoča zbiranje prostih radikalov in s tem preprečevanje 
peroksidacije lipidov. Antioksidativne lastnosti cvetnega prahu so podobno kot pri medu 
odvisne  od  botaničnega  izvora  in  sestave  cvetnega  prahu  (Almaraz-Abarca  in  sod., 
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2004;  Leja  in  sod.,  2007).  Poleg  omenjenega  so  pomembni  tudi  okoljski  pogoji, 
geografska lega ter način skladiščenja cvetnega prahu. Pri antioksidativnem delovanju 
cvetnega  prahu  imajo  pomembno  vlogo  flavonoidi  in  fenolne  kisline.  Vsebnost 
flavonoidov v cvetnem prahu je višja kot v medu in znaša 0,5 %  (Campos in sod., 
1990). Višjo vrednost kot v medu imajo tudi antioksidanti v čebeljem kruhku. Glavne 
fenolne snovi, ki jih zasledimo v medu in  čebeljem kruhku so p-kumarinska kislina, 
apigenin, kaempferol in krizin (Baltrušaitytė in sod., 2007a). Vsebnosti fenolnih spojin 
se med različnimi vzorci lahko razlikujejo, zato sledi pregled nekaterih raziskav na tem 
področju.  Vrednosti  so  zelo  odvisne  tudi  od  načina  ekstrahiranja  vzorcev  (etanol, 
metanol/voda 1:1, voda). Vzorci cvetnega prahu iz južne Brazilije, izolirani z metodo, 
pri kateri za ekstrakcijo cvetnega prahu uporabijo etanol (EPE) angl. "ethanolic pollen 
extract preparation", predstavljajo zelo raznolike vrednosti fenolnih spojin od 19,28 do 
48,90 mg/g cvetnega prahu s srednjo vrednostjo 30,77 ± 8,22 mg/g cvetnega prahu. 
Skupne vrednosti flavonoidov so od 2,10 do 28,33 mg/g cvetnega prahu (Carpes, 2009). 
Z  metodo  EPE  vsebnosti  fenolnih  spojin  dosežejo  višje  vrednosti,  kot  v  mešanici 
cvetnega prahu z vodo (Kroyer in Hegedus, 2001). Podobna določitev fenolnih spojin in 
zmožnosti  njihovega  antioksidativnega  delovanja  je  bila  izvedena  tudi  na  vzorcih 
cvetnega  prahu 12 rastlinskih  vrst  iz  Poljske  (Leja  in  sod.,  2007).  Na vse  biološke 
učinkovine cvetnega prahu negativno vpliva metoda liofilizacije (sušenje vzorca), zato 
je pri pripravi vzorca in interpretaciji rezultatov potrebno upoštevati tudi ta dejavnik.
2.8 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE MEDU IN CVETNEGA PRAHU
2.8.1 Prisotnost protibakterijskih snovi v medu in cvetnem prahu
Protibakterijske  značilnosti  medu  so  v  ljudski  medicini  znane  že  stoletja.  Prva 
dokumentirana uporaba medu sega v čas egiptovske kulture, kjer je omenjeno, da so 
med  uporabljali  pri  zdravljenju  ran  (Sipos  in  sod.,  2004).  Tudi  v  današnjem  času 
obstajajo obsežne raziskave, ki govorijo o zdravilnih učinkih medu (Molan, 2001, 2006; 
Moore in sod., 2001; Simon in sod., 2006). Tudi cvetni prah in čebelji kruhek izražata 
protibakterijsko delovanje, čeprav je na tem področju med čebeljimi pridelki izvedenih 
najmanj raziskav. Izrazito protibakterijsko delovanje pa lahko zasledimo pri nekaterih 
ostalih čebeljih pridelkih, kot sta propolis in matični mleček. 
V  modernem  času  zaradi  prekomerne  uporabe  in  zlorabe  antibiotikov  v  preteklih 
desetletjih prihaja do vse večje rezistence mikroorganizmov na antibiotike, zato slednji 
nimajo želenega protibakterijskega delovanja. Zato med v medicini ponovno postopno 
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pridobiva  na  pomembnosti  v  boju  proti  mikroorganizmom,  odpornim na  antibiotike 
(Karayil in sod., 1998; Zhang in Cooper, 2002; French, 2005; Visavadia in sod., 2008; 
Kwakman in sod., 2008). Med deluje inhibitorno ali baktericidno na veliko bakterijskih 
vrst (Molan, 1992; Lusby in sod., 2005; Basualdo in sod., 2007) ter tudi protiglivično na 
različne skupine gliv (Brady in sod., 1996). Vzroke za to lahko pojasnimo z dejstvom, 
da  tudi  v  naravnem cvetnem prahu in  medu najdemo aktivne  mikroorganizme,  tudi 
nekatere kvarljivce hrane, ki bi ga sicer pokvarili (Agunbiade in sod., 2012).
Protibakterijsko delovanje medu omogočajo različni kemijski in fizikalni dejavniki, ki 
so  rezultat  procesov  pri  nastajanju  in  zorenju  medu  znotraj  panja  ter  biološkega 
dejavnika  čebel.  Dejavniki,  ki  omogočajo  bioaktivno  delovanje  medu,  so  vodikov 
peroksid, rastlinske snovi, visoka ozmolarnost, nizka vodna aktivnost oziroma visoka 
vsebnost sladkorjev ter nizek pH medu (Molan, 1997; Mundo in sod., 2004; Kwakman 
in Zaat, 2012). 
Med procesom zorenja medičine v med čebele dodajo nekatere encime. Eden od njih je 
glukoza oksidaza, ki preko oksidacije glukoze omogoča nastanek vodikovega peroksida 
(Dustmann, 1979) in glukonske kisline. Tako glukonska kislina, ki je v medu prisotna 
zaradi  delovanja izločkov čebel,  kot  tudi  bakterije  rodu  Gluconobacter ter  organske 
kisline, kot so ocetna, mravljinčna, propionska in heksadekanojska, vplivajo na znižanje 
pH,  kar  zvišuje  kislost  medu.  Vodikov  peroksid  pa  je  dobro  poznan  kot  glavni 
protibakterijski dejavnik v medu, ki nastaja z redčenjem medu in povzroča peroksidno 
aktivnost v medu. Protibakterijsko delovanje zaradi vodikovega peroksida je odvisno od 
tvorbe prostih radikalov, kot so hidroksilni in superoksidni ioni. Vsebnost vodikovega 
peroksida je določena z vsebnostjo encimov glukoza oksidaze in katalaze. Katalaza je 
rastlinskega izvora  in  izhaja  iz  cvetnega prahu,  medičine oziroma mikroorganizmov 
(Weston,  2000).  Načeloma  velja,  da  večja  kot  je  količina  izločkov  čebel  in  v  njih 
prisotnega encima glukoza oksidaza, več vodikovega peroksida nastane in učinkovitejše 
je protibakterijsko delovanje. Vendar lahko na te korelacije vplivajo določeni naravni 
dejavniki,  ki  izničijo  delovanje  vodikovega  peroksida.  Eden  od  njih  je  tudi  encim 
katalaza. Poleg slednjega na izničenje delovanja vodikovega peroksida lahko vplivajo še 
vsebnosti  vitamina  C  in  ostalih  reducirajočih  substanc  (Dustmann,  1979). 
Protibakterijsko delovanje zaradi  peroksidne aktivnosti  je  lahko izničeno tudi  zaradi 
vpliva  visoke  temperature  in  svetlobe,  ker  vplivata  na  delovanje  encimov  v  medu 
(White Jr. in Subers, 1964a, 1964b). Iz tega izhaja, da moramo med skladiščiti pravilno 
in skladno s smernicami v temnem in hladnem prostoru.
Poleg  peroksidnih  dejavnikov  poznamo  še  neperoksidne  dejavnike  iz  rastlin,  ki  jih 
čebele  pridobijo  z  medičino  ali  mano,  kot  so  rastlinske  snovi.  Mednje  uvrščamo 
kompleksne fenole in organske kisline, ogljikove hidrate in hlapljive organske snovi 
(Manyi-Loh in sod., 2011). Rastlinske hlapljive snovi smo predhodno omenjali že pri 
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»prstnem  odtisu«  medu,  ampak  imajo  posebno  vlogo  tudi  pri  protibakterijskem 
delovanju  medu.  Neperoksidni  rastlinski  dejavniki  so  za  razliko  od  peroksidnih 
dejavnikov  temperaturno  in  svetlobno  stabilni. Čeprav  je  vpliv  rastlinskih  snovi  na 
protibakterijsko delovanje mnogo manjši  kot  vpliv vodikovega peroksida, so le-te  v 
številnih raziskavah dobro raziskane (Molan in Russell, 1988; Bogdanov, 1997; Aljadi 
in  Yusoff,  2003).  Manuka  med  iz  Nove  Zelandije  vsebuje  cvetni  prah  rastline 
Leptospermum scoparium (družina Myrtaceae). Manuka med in ostali med iz Avstralije 
ima močne neperoksidne protibakterijske dejavnike  (Molan in Russell, 1988; Allen in 
sod.,  1991).  Tudi med z vsebnostmi  cvetnega prahu  Psidium  sp.  naj  bi  imel  visoke 
vsebnosti flavonoidov (Vit in sod., 2009). Kemijska struktura protibakterijskih snovi v 
manuka  medu  je  podobna  tistim,  ki  jih  uporabljajo  v  prehranski  industriji  kot 
konzervanse za preprečevanje bakterijske rasti (Russell in sod., 1990). Manuka med so 
kot kontrolni med uporabili tudi pri primerjalnih analizah neperoksidnih dejavnikov v 
različnem medu  (Alnaimat  in sod.,  2012).  Od neperoksidnih dejavnikov je potrebno 
omeniti predvsem metilglioksal, ki je protibakterijski dejavnik, prisoten v manuka medu 
(Mavric  in  sod.,  2008;  Stephens  in  sod.,  2010),  poleg  slednjega  pa  v  medu  lahko 
zasledimo še peptid defenzin-1 (Kwakman in sod., 2010).
Tudi  visoke  vsebnosti  sladkorjev  v  medu  prispevajo  k  protibakterijskem  delovanju 
medu (Wahdan, 1998). Kombinacija visoke koncentracije sladkorjev v medu predvsem 
fruktoze  in  glukoze  z  nizko  vsebnostjo  vode  povzroča  ozmotski  stres,  ki 
mikroorgnizmom preprečuje kvarljivost medu (Osato in sod., 1999). Tesno v povezavi z 
vsebnostjo vode v medu je tudi vodna aktivnost. Pri argentinskem medu je bil glede na 
vsebnost  vode  v  medu  (15–21  %)  in  med  vodno  aktivnostjo  določen  korelacijski 
koeficient 0,971 (Chirife in sod., 2006). Protibakterijske lastnosti medu pa so odvisne 
tudi od botaničnega izvora medu  (Bogdanov, 1997; Molan, 2006).  Če povzamemo, je 
protibakterijsko delovanje odvisno od medsebojnega sinergizma in prisotnosti  zgoraj 
omenjenih  protibakterijskih  dejavnikov, kot  so peroksidni  in  neperoksidni  dejavniki. 
Obstaja  tudi  možnost,  da  kombiniranje  različnih  čebeljih  pridelkov  zagotavlja 
sinergistični  učinek  z  višjo  protibakterijsko  aktivnostjo  (Boukraâ,  2008;  Boukraâ  in 
Amara, 2008). Obstaja ogromno raziskav protibakterijske aktivnosti čebeljih pridelkov 
in  njihovega  delovanja  na  mikroorganizme.  Izhajajo  iz  različnega  izvora  medu, 
njihovega delovanja na bakterije, plesni in kvasovke (Radwan in sod., 1984; Brady in 
sod.,  1996;  Gulfraz  in  sod.,  2011).  Med  antimokrobno  vpliva  tako  na  aerobne, 
anaerobne  kot  tudi  Gram pozitivne  in  Gram negativne  bakterije,  kot  so  na  primer 
nekatere vrste  Salmonele,  Shigelle,  Escherichia coli,  Vibrio cholerae,  Staphylococcus 
aureus,  Pseudomonas  sp.  (Molan,  2006;  Naama,  2009).  Vendar  kljub  temu nekateri 
mikroorganizmi  lahko  preživijo  v  medu  predvsem v  latentni  obliki.  Nekatere  vrste 
kvasovk lahko celo preoblikujejo karakteristike medu in ga naredijo neuporabnega za 
uživanje (Ceauşi in sod., 2009). 
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Poleg medu je na razpolago še nekaj raziskav protibakterijske aktivnosti na področju 
cvetnega prahu in čebeljega kruhka. Mikroorganizmi, ki omogočajo pretvorbo cvetnega 
prahu v čebelji  kruhek,  poleg snovi,  ki  so posledica biokemijskih sprememb,  lahko 
izločajo  še  snovi  s  protibakterijskim  delovanjem  (Gilliam,  1979a,  1997),  kot  so 
bakteriocini  (Jack  in  sod.,  1995;  Audisio  in  sod.,  2005) in  organske  kisline,  kot  so 
maščobne in mlečne kisline (Olofsson in Vásquez, 2008; Carina Audisio in sod., 2011). 
Pri  analizi  protibakterijskega  delovanja  cvetnega  prahu  in  čebeljega  kruhka  na 
mikroorganizme,  kot  so  E.  coli,  Staphylococcus  aureus,  Bacillus  cereus in 
Pseudomonas aureginosa, so odkrili, da so Gram pozitivne bakterije bolj občutljive na 
protibakterijske  snovi  v  cvetnem prahu  in  v  čebeljem kruhku  od  Gram negativnih 
bakterij. Tudi protibakterijsko delovanje svežega cvetnega prahu in čebeljega kruhka v 
primerjavi  s  sušenim  cvetnim  prahom  je  višja  (Abouda  in  sod.,  2011).  Podobno 
raziskavo  protibakterijskega  delovanja  cvetnega  prahu  na  škodljive  bakterije  pri 
rastlinskih  kulturah  so  izvedli  Basim in  sod.  (2006).  Proučevanje  protibakterijskega 
delovanja cvetnega prahu v celici satja je tako odvisno od pravilne izbire izoliranega 
mikroorganizma kot specifične botanične sestave cvetnega prahu.
2.8.2 Protibakterijske snovi in redčenje
Že nekateri zgoraj omenjeni avtorji v svojih znanstvenih študijah o protibakterijskem 
delovanju medu in cvetnega prahu navajajo tudi  redčitve,  pri  katerih opažajo boljše 
protibakterijske  učinke.  Redčenje  pospešuje  aktivnost  encimov  in  s  tem  povečano 
protibakterijsko  delovanje.  Tako se  v  zrelem medu  z  redčenjem ponovno reaktivira 
encim  glukoza  oksidaza,  kar  omogoča  nastanek  glukonske  kisline  in  vodikovega 
peroksida (White in sod., 1963). Vrednosti vodikovega peroksida v medu pri redčitvah 
30–50 % so nekje med 1-2 mmol/L (Bang in sod., 2003). Razlike v biološki aktivnosti 
medu so odvisne od vsebnosti  vodikovega peroksida in  neperoksidnih  dejavnikov v 
različnih vrstah medu (Willix in sod., 1992; Gulfraz in sod., 2011). 
Ugotavljanje količine protibakterijskih snovi je metoda, pri kateri z redčenjem medu po 
korakih  dobimo njegove različne  koncentracije  medu.  Pri  teh  redčitvah  od 5–25 % 
merimo,  kako  med  ohranja  protibakterijsko  delovanje  (Sykes,  1965).  Na  vsebnosti 
protimikrobnih  snovi  v  medu  lahko  vplivajo  tudi  določeni  dejavniki,  kot  je  encim 
katalaza  (Adcock,  1962).  Kot  je  že  omenjeno,  je  vodikov  peroksid  le  eden  izmed 
mnogih protibakterijskih snovi v medu  (Wahdan, 1998). V tej publikaciji so nazorno 
prikazane redčitve medu in vpliv slednjega na protibakterijsko delovanje različnih vrst 
mikroorganizmov.
Podobni so tudi izsledki nekaterih drugih avtorjev. In vitro so vzorci medu pri različnih 
mikroorganizmih, kot so Staphylococcus aureus, Escherichia coli in Pseudomonas spp., 
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pokazali  inhibitorno  delovanje  pri  50,  75  in  100  %  koncentracijah.  Zmanjšano 
inhibicijsko cono je imel le mikroorganizem Staphylococcus aureus, pri katerem je pri 
100 % koncentraciji bila inhibicijska cona 20 mm, pri 75 % 11 mm, pri 50 in 25 % 
koncentraciji pa pri njem ni bilo opaziti popolnoma nobenega učinka. Protibakterijsko 
delovanje medu lahko po izsledkih enačimo z delovanjem nekaterih antibiotikov, kot sta 
gentamicin in tetraciklin (Naama, 2009). Podoben vpliv na mikroorganizme, kot ga ima 
gentamicin,  naj  bi  imela  tudi  akacijev  in  citrusov med.  Protibakterijsko  delujeta  na 
mikroorganizme,  kot  so Staphylococcus  aureus,  Escherichia  coli,  Pseudomonas 
aureginosa  in  Klebsiella  pneumonia.  Najširša  inhibicijska  cona  pri  omenjenih 
mikroorganizmih je  bila  izmerjena  pri  vplivu  akacijevega medu  na  mikroorganizem 
Staphylococcus aureus, in sicer 27,4 ± 0,5 mm. Njegova MIC pa znaša 0,068 mg/ml. 
Inhibicijske  cone  ostalih  mikroorganizmov  so  manjše  (Gulfraz  in  sod.,  2011). 
Inhibitorni  učinek pri  različnih  redčenjih  so na bakterijskih  gojiščih  Staphylococcus  
aureus in  Staphylococcus  epidermidis opazovali  tudi  Baltrušaitytė  in  sod.  (2007b). 
Opazili  so,  da  med  pri  10  %  redčenju  glede  na  volumen  na  gojiščih  ni  pokazal 
protibakterijskega delovanja. Za protibakterijsko delovanje pri določenih vzorcih medu 
ni  bilo  dovolj  niti  50  % redčenje.  Večina  škodljivih  mikroorganizmov  ne  uspe  pri 
koncentracijah  medu  nad  40  %  (Jeddar  in  sod.,  1985). Vpliv  redčitev  medu  na 
protibakterijsko delovanje in velikost inhibicijskih con pri različnih mikroorganizmih so 
opazovali  tudi  Dustmann (1979),  Wilkinson in  Cavanagh (2005)  in  Cabrera  in  sod. 
(2006).  Vendar  pa je  potrebno poudariti,  da v praksi  že nizko redčenje medu lahko 
vpliva na rast drugačnih mikroorganizmov, ki na takšno protibakterijsko delovanje niso 
občutljivi. Podobno raziskavo protibakterijskega delovanja cvetnega prahu in čebeljega 
kruhka ter njegovih redčitev so izvedli tudi Abouda in sod. (2011). 
2.9 OSTALE BIOAKTIVNE SNOVI PRI ČEBELAH IN V ČEBELJIH PRIDELKIH
Poleg medu in cvetnega prahu lahko v medicinske namene uporabimo še ostale čebelje 
pridelke,  kot  sta  matični  mleček  in  propolis  (Encyclopedia  …,  2003).  V matičnem 
mlečku je prisotnih veliko bioaktivnih snovi, kot so 10-hidroksi-2-dekanojska kislina in 
vitamini B-kompleksa: tiamin, riboflavin, niacin, piridoksin, pantotenska kislina, biotin 
in folna kislina, ki delujejo protibakterijsko na različne bakterije npr. Escherichia coli,  
Staphylococcus aureus (Encyclopedia …, 2003).
Žuželke  se  na  okužbe  lahko  odzovejo  s  sintezo  določenih  proteinov.  Ti  obrambni 
dejavniki so pri čebelah apidekini (Casteels in sod., 1989). Porozna kutikula izloča tudi 
protibakterijske  snovi,  kot  so  cekropini  (Brey  in  sod.,  1993).  Maščobne  kisline  na 
kutikuli omogočajo večjo zaščito pred glivičnim in bakterijskim delovanjem (Gliński in 
Jarosz,  1994),  ker  vplivajo  na  delovanje  bakterijske  membrane  (Desbois  in  Smith, 
2010).  Poleg  ostalih  bioaktivnih  snovi  omenjamo  še  specifične  snovi,  kot  je  med 
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organskimi kislinami kinurenska kislina. Pri analizah medu iz različnih predelov sveta 
so najvišje vrednosti  kinurenske kisline zasledili  v kostanjevem medu iz Italije (601 
μg/g ± 45,3 μg/g), Poljske (576 μg/g ± 43,1 μg/g) ter Francije (526 μg/g ± 46,3 μg/g). 
So pa vrednosti kinurenske kisline (1,25 μg/g ± 0,039 μg/g) bile precej nižje v cvetnem 
prahu pravega kostanja (Turski in sod., 2016). Primerjava kinurenske kisline v čebeljih 
pridelkih z nekaterimi živili, kot sta brokoli in krompir, pokaže, da so vsebnosti slednje 
v čebeljih pridelkih močno povišane (Turski in sod., 2009). Pri določanju geografskega 
porekla kostanjevega medu jo uporabljajo kot marker (Truchado in sod., 2009). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 ZBIRANJE VZORCEV ČEBELJEGA KRUHKA              
Poskus smo pričeli s pripravo čebeljih družin v pomladanski in poletni sezoni leta 2012. 
Opazovali smo 16 čebeljih družin avtohtone kranjske čebele (Apis mellifera carnica), ki 
so bile naseljene v tradicionalnih slovenskih AŽ (Albert-Žnidaršič) panjih. Nastanjene 
so bile v dveh čebelnjakih, eden v vasi Kokarje (46° 18' 1,08"; 14° 56' 18,35") in drugi 
v vasi Žlabor (46° 18' 19,99"; 14° 57' 2,69"). Izvajali smo monitoring čebeljih družin, 
njihove rojivosti,  intenzitete pridobivanja cvetnega prahu in medenja rastlin. Sprotno 
smo beležili tudi stanje satov in napredovanje polnjenja satnih celic. Tako smo lažje 
predvideli,  pri  katerih  družinah  bomo  pridobili  vzorce  za  nadaljnje  laboratorijske 
analize. Ob  ugodnih  vremenskih  pogojih  smo  čebelje  družine  uspeli  obdržati  na 
standardnih postopkih vzdrževanja,  poskusne sate  pa preverjali  na 3 dni.  V primeru 
slabega  vremena  pa  smo  preverjanje  poskusnih  satov  izvedli  ob  prvih  primernih 
vremenskih pogojih, drugače pa vsaj na 6 dni. Iz čebeljih panjev smo želeli pridobiti 
satje z različnim stadijem skladiščenega cvetnega prahu v obliki čebeljega kruhka. Prvi 
del poskusa smo izvedli na cvetlični paši med cvetenjem regrata (Taraxacum officinale). 
Zaradi  slabih  vremenskih  pogojev  in  posledično  nizkega  doprinosa  medičine  in 
cvetnega prahu nismo uspeli pridobiti zadostnega števila vzorcev. V zgodnjem poletju 
smo poskus zaradi zgoraj omenjenih pogojev nadaljevali še pri pridobivanju cvetnega 
prahu lipe (Tilia sp.), vendar se je tudi to izkazalo za nezadostno. Prvi ugodnejši pašni 
pogoji so bili na razpolago šele med cvetenjem pravega kostanja (Castanea sativa), kjer 
smo uspešno pridobili zadostno število vzorcev za izvedbo poskusa. V tem obdobju je 
bila količina nabranega cvetnega prahu ob cvetenju pravega kostanja zadostna, kljub 
temu  pa  je  bil  dotok  medičine  skromen  in  nekje  v  okvirih  od  5  do  7  kg/panj. 
Spremljanje čebeljih družin je v času regratove, kot tudi kasneje lipove in kostanjeve 
paše  potekalo  enako.  V  opazovanih  družinah  smo  spremljali  izgradnjo  70  satnih 
okvirjev in med njimi za nadaljnje analize izbrali 14 satov z zadostno količino čebeljega 
kruhka (slika 8). 
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Slika 8: Odvzem poskusnih satov iz čebeljih panjev
Figure 8: Sampling of experimental combs from beehive
V satju so bila področja odprtih celic s čebeljim kruhkom brez dodane vrhnje plasti 
medu, kakor tudi zaprte celice s skladiščenim medom nad čebeljim kruhkom.  Zaradi 
prenizkega  doprinosa  medičine  smo  se  na  podlagi  že  preteklih  izkušenj  med 
opazovanjem regratove paše odločili, da satje s pokritim delom čebeljega kruhka pri 
kostanjevi paši odvzamemo in ga skladiščimo z namenom staranja v inkubatorju pri 28 
°C za dodatne 4 tedne.  Čebele so namreč medičino,  skladiščeno in pokrito v satnih 
celicah v obliki medu, uporabile za prehrano čebelje družine ali pa so jo prestavile na 
drugo mesto na satju.
V nadaljevanju  smo na osnovi zbranih podatkov in fotografij izbrali 6 najustreznejših 
satov. Iz posameznega sata smo izrezali 6 kosov satja velikosti 5 x 3 cm poimenovane 
"otoki". Najprej smo iz svežega satja izrezali 2 kosa satja z nepokritimi satnimi celicami 
s čebeljim kruhkom. V nadaljevanju smo iz satja, pri katerem so bile satne celice že 
pokrite z voščenimi pokrovčki, pridobili dodatna 2 kosa satja. Istočasno pa smo odvzeli 
še zadnja 2 kosa satja, ki sta vsebovala le pokrite satne celice in sta bila namenjena 
staranju v umetnih pogojih. Izrezano satje smo nato označili ter ga v zaprtih plastičnih 
škatlicah skladiščili pri – 20 °C.
3.2 PRIPRAVA VZORCEV 
Vzorce  satja  smo  za  nadaljnjo  analizo  znotraj  3  mesečnega  obdobja  po  odvzemu 
ustrezno pripravili. Najprej smo iz satja s sterilnim skalpelom pri sobni temperaturi in 
osvetlitvi  odstranili  voščene  pokrovčke.  Vsebino  satnih  celic  smo  po  aseptičnem 
postopku ob uporabi plinskega gorilnika razdelili po profilu na več sorazmernih delov 
glede na  "plast" od vrha celice (zunanje površine sata) proti dnu celice (vmesni steni 
sata). Čebelji kruhek iz satne celice smo razdelili na 3 sorazmerne dele in sicer zgornjo, 
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srednjo, ter spodnjo plast, in jih shranili v sterilne 1,5 mililitrske mikrocentrifugirke za 
namene centrifugiranja. Pri mednih satnih celicah ter celicah, kjer je med skladiščen v 
zgornjem delu nad čebeljim kruhkom, smo dodatno odvzeli še vzorce medu. Pri tem 
smo  uporabili  posebne  sterilne  nastavke za  pipetiranje  snovi  z  visoko  viskoznostjo 
proizvajalca  Rainin  (POS-D  pipete,  10-100  μl,  ATP-free).  V  nadaljevanju  priprave 
vzorcev smo z mg natančnostjo stehtali maso vzorcev čebeljega kruhka in medu ter 
dodali  enako  maso  sterilne  destilirane  vode.  Vsebino  smo  dobro  premešali  na 
stresalniku  IKA MS3BASK in 5 minut centrifugirali pri 1500 x g (Eppendorf 5810R) 
pri  temperaturi  4 °C. Pazili  smo, da so imeli  vsi  vzorci enak način obdelave in bili 
izpostavljeni  enakim  temperaturnim  pogojem.  Tako  pripravljene  vzorce  smo  za 
nadaljnjo analizo shranili globoko zamrznjenem stanju pri – 80 °C.
   
3.2.1 Priprava vzorcev na osnovi zorenja satja  
Satje  smo  odvzeli  v  različnih  obdobjih  zorenja.  V vsakem obdobju  smo  po  zgoraj 
opisanem postopku pripravili 8 satnih celic (4 satne celice na vsakem od dveh delov 
izrezanega  satja  imenovanega  "otok").  Satne  celice  smo  glede  na  faktor  "tip"  sata 
razdelili na "odkrite",  okoli ¾ napolnjene samo s čebeljim kruhkom, "pokrite" satne 
celice  s  čebeljim kruhkom in  z  dodanim medom nad čebeljim kruhkom,  ki  so  bile 
pokrite z voščenim pokrovčkom in ne starejše od 1 tedna, ter "starane", satne celice s 
čebeljim kruhkom, ravno tako pokrite z voščenimi pokrovčki in skladiščenim medom 
nad čebeljim kruhkom, ki smo jih starali v inkubatorju. Za dodatno primerjavo smo v 
raziskavo iz izbranih satov vključili še po 4 "starane", le "medne" satne celice, ki smo 
jih ravno tako starali v inkubatorju (slika 9). 
Slika  9: Prerezi satnih celic. (a) primer odkritih satnih celic s čebeljim kruhkom; (b) primer pokritih in 
staranih satnih  celic  s  čebeljim kruhkom in medom skladiščenim nad  čebeljim kruhkom; (c)  primer 
medne satne celice pri staranem satu
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Figure  9: Comb cells cross section. (a) an example of opened honeycomb cells with bee bread; (b) an  
example of covered and aged honeycomb cells with bee bread and honey stored over the bee bread; (c) an 
example of a honeycomb cell in aged honeycomb
3.2.2 Priprava vzorcev na osnovi modelov 
Vsebino satnih celic smo razdelili tudi po plasteh (faktor "plast"). Vzorce za modele 
smo  razvrstili  v  naslednje  skupine:  pri  modelu  "čebelji  kruhek"  smo  testirali  satne 
celice, ki so vsebovale le čebelji kruhek. Testiranje smo izvedli pri vseh treh plasteh 
čebeljega  kruhka  (zgornja,  srednja  spodnja  plast)  za  vse  tipe  satnih  celic  (odkrite, 
pokrite in starane). V model "čebelji kruhek z medom" smo vključili vse satne celice s 
čebeljim kruhkom in medom, skladiščenim nad zgornjo plastjo čebeljega kruhka. Ta 
model smo testirali  na vse plasti  skupaj,  vključno s plastjo medu,  skladiščenim nad 
čebeljim kruhkom pri  pokritem in staranem tipu satnih celic.  Zadnji  model "medeni 
vzorci" pa smo uporabili za med iz mednih satnih celic ter med, skladiščen nad čebeljim 
kruhkom pri staranem tipu satnih celic (slika 10). Medne satne celice smo z zgornjo 
plastjo medu pri staranih satnih celicah uporabili le za modelne primerjave medu (F in t 
test). 
Slika  10:  Shema  priprave  vzorcev  in  združevanje  za  statistične  modele.  Prikazani  so  vsi  štirje  tipi  
vzorčenih celic z vzorčenimi plastmi. Glede na izbrane statistične modele smo s kvadrati zajeli izbrane 
tipe satnih celic ("tip") s pripadajočimi plastmi ("plast")     
Figure 10: Scheme of sample preparation and grouping for statistical models. All four types of sampled 
cells with sampled layers are shown. Depending on the selected statistical model, the selected types of  
honeycomb cells ("type") with the corresponding layers ("layer") were captured with by the squares
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3.2.3 Priprava vzorcev na osnovi izbire spremenljivk vključenih v statistične 
modele
V osnovno raziskavo smo vključili dve spremenljivki, ki smo jima ugotavljali biološko 
aktivnost vsebine satnih celic,  in sicer  protibakterijsko delovanje z merjenjem širine 
inhibicijskih con ter antioksidativno delovanje z merjenjem vsebnosti fenolnih spojin. V 
omenjeno raziskavo smo vključili vse vzorce, vendar smo zaradi narave pridobljenih 
podatkov  izločili  vzorce  čebeljega  kruhka  iz  sata  številka  6,  ki  je  bil  napolnjen  s 
cvetnim prahom pred viškom cvetenja pravega kostanja.  Namreč na osnovi dodatno 
izvedenih pelodnih analiz vsebine satnih celic smo ugotovili, da se pojavlja prevelika 
botanična  raznolikost  cvetnih  prahov.  Zato  smo  namesto  144  vzorcev  v  raziskavo 
vključili 120 vzorcev čebeljega kruhka, pri vsaki posamezni plasti v obsegu 40 vzorcev. 
Tudi pri  poročanju rezultatov inhibicijskih con in fenolnih spojin v plasti  medu nad 
cvetnim prahom (mcp) smo vključili le podatke analiz prvih 5 satov. V raziskavo smo iz 
plasti medu nad cvetnim prahom vključili 40 vzorcev, kar skupno, glede na dva različna 
tipa  satnih  celic,  predstavlja  80  vzorcev.  Izjemoma  smo  pri  poročanju  rezultatov 
inhibicijskih con in fenolnih spojin pri staranih mednih satnih celicah v rezultate pri 
poročanju statističnih modelov vključili vse vzorce, tudi vzorce izločenega šestega sata 
(N = 24), vendar le v namene prikaza dogajanja v mednih satnih celicah po statističnem 
modelu "medeni vzorci".
Tudi pri pripravi vzorcev in združevanju za statistične modele v izbranih satnih celicah 
smo uporabili enak sistem razvrščanja in združevanja vzorcev kot pri zgoraj omenjeni 
osnovni  raziskavi.  Za  dodatne  analize  smo  uporabili  le  vzorce  ene  satne  celice  iz 
posameznega sata, ki je imela v zgornji plasti čebeljega kruhka najvišje vrednosti širine 
inhibicijske cone v primerjavi  z ostalimi satnimi celicami iz  istega sata.  Na manjše 
število vzorcev smo se morali omejiti zaradi metodologije testa za merjenje vsebnosti 
mlečne kisline v naših vzorcih. Pri vzorcih v izbranih satnih celicah (N = 78) nas je 
poleg že omenjenega protibakterijskega in antioksidativnega delovanja zanimal še vpliv 
dodatnih spremenljivk, kot so mlečna in glukonska kislina ter glukoza in fruktoza. S 
tem  smo  želeli  preveriti  dejavnike,  ki  bi  bili  v  procesu  zorenja  lahko  ključni  za 
povečano protibakterijsko delovanje. Poleg 5 satov iz osnovne raziskave smo uporabili 
tudi vzorce izločenega šestega sata. V analizo čebeljega kruhka smo skupno vključili 18 
vzorcev pri vsaki posamezni plasti v obsegu 6 vzorcev. V raziskavo smo iz plasti medu 
nad cvetnim prahom (mcp) vključili 6 vzorcev, kar skupno, glede na dva različna tipa 
satnih  celic,  predstavlja  12  vzorcev.  Pri  staranih  mednih  satnih  celicah  pa  smo  v 
rezultate pri poročanju statističnih modelov vključili skupno 12 vzorcev. Tako smo za 
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analiziranje  odvisnosti  med  preostalimi  spremenljivkami  v  posamezni  plasti  znotraj 
satne celice vključili 66 vzorcev, ostali vzorci pa so predstavljali med iz mednih satnih 
celic, ki smo jih pri testiranju statističnih modelov obravnavali ločeno.
3.2.4. Oblikovanje in preverjanje statističnih modelov
Pri izbiri statističnega modela smo uporabili najpreprostejše statistične modele, ki so še 
zadovoljivo pojasnili  opaženo variabilnost odvisnih spremenljivk.  To smo preverili  s 
testom ANOVA med vključenimi statističnimi modeli. Glavni poudarek pri oblikovanju 
in  preverjanju  statističnih  modelov  je  bil  namenjen  povezavam  s  protibakterijskim 
delovanjem  oz.  širinam  inhibicijskih  con.  Zaradi  delovanja  metabolnih  poti  smo  v 
povezavi z inhibicijskimi conami preverili  še druge neodvisne spremenljivke,  kot so 
fenolne spojine, mlečna kislina, glukonska kislina, glukoza in fruktoza. Preverili smo 
tudi odvisnost glukonske kisline od glukoze, fruktoze od glukoze ter fenolnih spojin od 
glukoze.  Splošne linearne modele,  ki  omogočajo regresijske in faktorske modele ter 
njihovo kombinacijo, smo med seboj primerjali s testom ANOVA. Pri osnovni raziskavi 
(glej poglavje 3.2.3) smo preverili 6 splošnih linearnih modelov za testiranje odvisnosti 
inhibicijskih  con  od  vsebnosti  fenolnih  spojin.  Za  testiranje  inhibicijskih  con  smo 
preverjali model "čebelji kruhek" (preglednica 4, statistična modela 1 in 2) ter model 
"čebelji  kruhek  z  medom"  (preglednica  4,  statistična  modela  3  in  4).  Pri  testiranju 
fenolnih  spojin,  pa smo preverjali  model  "čebelji  kruhek"  (preglednica  4,  statistični 
model 5) in model "čebelji kruhek z medom" (preglednica 4, statistični model 6). V 
nadaljevanju raziskave smo preverjali statistične modele v izbranih satnih celicah (glej 
poglavje  3.2.3)  in  testirali  vpliv  preostalih  neodvisnih  spremenljivk  pri  statističnih 
modelih  7-57.  Preverjali  smo  model  "čebelji  kruhek"  (priloga  F1  in  F2,  statistični 
modeli 7-25), model "čebelji kruhek z medom" (priloga F1 in F2, statistični modeli 26-
38) ter model "medeni vzorci" (priloga F1 in F2, statistični modeli 39-57).
3.3 ANALIZIRANJE VZORCEV                     
Pri  postopku  priprave  vzorcev  za  analizo  smo  vzorce  odmrznili  in  jih  ponovno 
centrifugirali.  Pri  posameznem  vzorcu  smo  iz  mikrocentrifugirke  odvzeli  10  µl 
supernatanta, ga prenesli v novo sterilno mikrocentrifugirko in ga redčili z dodatkom 90 
µl  destilirane  vode  do  100  µl  izhodne  raztopine.  Raztopino  smo  centrifugirali  in 
razdelili na več vzorčnih serij. V prvi seriji smo pripravili 50 µl izvlečka za analizo 
vsebnosti  fenolnih  spojin.  Preostanek  izvlečka  smo  shranili  za  prihodnje  kemijske 
analize in sicer smo 10 µl izvlečka namenili za test vsebnosti glukonske kisline, glukoze 
in fruktoze (HPLC), 40 µl izvlečka pa za test vsebnosti mlečne kisline (encimski test). 
Preostanek  supernatanta  v  izhodnih  mikrocentrifugirkah  smo  uporabili  za 
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protibakterijski  test  po  difuzijski  metodi  z  mokrimi  papirnatimi  diski  (slika  11). 
Sediment v izhodnih mikrocentrifugirkah pa smo uporabili za analizo cvetnega prahu. 
Zaradi  velikega  števila  vzorcev  znotraj  posamezne  vzorčne  serije  smo  pripravo  in 
analiziranje vzorcev izvedli po istem postopku. Vsi vzorci so imeli enak način obdelave 
in bili izpostavljeni enakim temperaturnim pogojem. S tem smo zmanjšali tveganje za 
dodatno variabilnost zaradi morebitnih razlik v postopku priprave vzorcev. 
Slika 11: Priprava podvzorcev za različna testiranja 
Figure 11: Preparation of sub-samples for different tests
3.3.1 Analiza fenolnih spojin v izvlečkih čebeljega kruhka in medu 
Fenolne spojine smo določili v skladu s Folin-Ciocalteu (FC)  kolorimetrično metodo 
(Gutfinger, 1981). Pri tej metodi smo kot standard za merjenje fenolnih spojin uporabili 
galno  kislino.  Vzorce  smo analizirali  po  naslednjem postopku:  50 µl izvlečka  smo 
dodali 125 µl Folin-Ciocalteu reagenta (Merck). Posamezni vzorec smo dobro premešali 
ter dodali še 125 µl 20 % natrijevega karbonata in 700 µl bidestilirane vode. Vsebino 
centrifugirke smo ponovno premešali in zmes centrifugirali 10 minut pri 1400 x g. Po 
30 minutni izpostavljenosti vzorcev sobni temperaturi smo vsebino centrifugirk prenesli 
v kivete.  S spektrofotometrom (Spectrophotomether UV-1800 Shimadzu  Corporation) 
smo nato izmerili absorbance posameznih vzorcev pri 765 nm (A765). Predhodno smo s 
tremi  ponovitvami  merjenj  absorbanc  pri  15  različnih  koncentracijah  galne  kisline 
izrisali  tudi  umeritveno  krivuljo,  na  osnovi  katere  smo z  linearno regresijo  določili 
smerni  koeficient  premice.  Masno  koncentracijo  fenolnih  spojin  smo  izračunali  kot 
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ekvivalent galne kisline z  enačbo γ  g.k.  =  A 765 /  k .  Pri  pripravi vzorcev za analizo 
fenolnih  spojin  smo  vzorce  prehodno  20-krat  redčili,  zato  smo  končne  rezultate 
prilagodili v skladu z našimi redčitvami začetnih vzorcev. Poleg analize fenolnih spojin 
čebeljega kruhka smo dodatno izvedli še analizo vsebnosti fenolnih spojin v medu iz 
mednih satnih celic ter skladiščenega medu nad cvetnim prahom v pokritih in staranih 
satnih celicah.
 
3.3.2 Analiza protibakterijskega delovanja v izvlečkih čebeljega kruhka in medu 
Za merjenje protibakterijskega delovanja smo izhodne vzorce najprej odtajali iz globoko 
zamrznjenega stanja. Nato smo jih centrifugirali in supernatant uporabili za merjenje 
bioaktivnega delovanja. Protibakterijsko delovanje izvlečkov čebeljega kruhka in medu 
smo preverili z difuzijsko metodo  (Bauer in sod., 1966). Pri pripravi agar plošč smo 
uporabili standardno plastično petrijevko premera 90 mm s hranilnim agarjem (HA). 
Hranilno gojišče je vsebovalo agar (Fluka® analytical), natrijev klorid (Carlo ERBA), 
hranilni  agar  (Biolife),  ter  bidestilirano  vodo.  Hranilni  agar  smo  pred  uporabo 
avtoklavirali. Zaradi majhne količine supernatanta smo lahko protibakterijsko delovanje 
določili le na enem testnem mikroorganizmu. Na podlagi predhodnih študij (Kunčič in 
sod.,  2012) in  dodatnih  predhodnih  preizkusov  različnih  mikroorganizmov  smo  za 
nadaljnje  protibakterijske  preiskave  izbrali  najobčutljivejši  mikroorganizem 
Staphylococcus  aureus,  sev  EXB-V54,  shranjen  v  zbirki  kultur  EX,  del  Mreže 
infrastrukturnih centrov Univerze v Ljubljani (MRICUL). Center deluje v okviru IC 
Mycosmo na Katedri za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov, Oddelka 
za biologijo, Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani.
Slika  12:  Primer  izvedbe  testa  protibakterijskega  delovanja  izvlečka  čebeljega  kruhka  in  medu  po 
difuzijski metodi. Na agar ploščah so vidne širine inhibicijskih con (IC). K – kontrola; CPzg – zgornja  
plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice;  
CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim prahom
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Figure 12: An example of the performance of the antibacterial activity test of bee bread and honey extract 
according to  the diffusion method. The agar  plates  show the width of  the inhibition zones (IZ).  c  – 
control; bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell;  
bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
Bakterijsko kulturo smo pripravili na tekočem gojišču BHI (Biolife, Italija - Milano) na 
osnovi suspenzije 1000 ml destilirane vode in 37 g vhodne snovi. BHI gojišče smo nato 
avtoklavirali ter cepili z zgoraj omenjenim mikroorganizmom. Tako pripravljeno gojišče 
smo v topli sobi inkubirali čez noč in naslednji dan uporabili za inokulacijo testnih plošč 
z  vsebnostjo  bakterij 1,5x106 cfu/ml. Pri  difuzijski  metodi  (slika  12)  smo uporabili 
sterilne filter papirčke Blank Paper Discs (2r = 6 mm; od 2 °C do 30 °C, BD-Becton, 
Dickinson  &  Co,  ZDA).  Na  testno  ploščo  smo  položili  največ  6  filter  papirčkov, 
prepojenih  s  supernatantom posameznega  vzorca,  ter  en  kontrolni  listič,  prepojen  z 
destilirano vodo kot prikaz negativne kontrole. Plošče smo v topli sobi inkubirali 17 ur 
pri 37 °C. Po inkubaciji smo plošče fotografirali in izmerili premere inhibicijskih con z 
uporabo  računalniškega  grafičnega  programa  Image  J  (http://rsb.info.nih.gov/ij/). 
Premer  vsake  inhibicijske  cone  smo  izmerili  s  tremi  ponovitvami,  s  katerimi  smo 
pridobili povprečje inhibicijske cone določenega vzorca. Pri pripravi vzorcev za analizo 
protibakterijskega  delovanja  smo  vzorce  prehodno  2-krat  redčili,  zato  smo  končne 
rezultate  prilagodili  v  skladu  z  našimi  redčitvami  začetnih  vzorcev.  Poleg  analize 
protibakterijskega  delovanja  čebeljega  kruhka  smo  dodatno  izvedli  še  analizo 
protibakterijskega delovanja medu iz mednih satnih celic ter medu, skladiščenega nad 
cvetnim prahom v pokritih in staranih satnih celicah. 
3.3.3 Analiza cvetnega prahu v medenih vzorcih       
Analizo pestrosti cvetnih prahov v mednih satnih celicah smo uporabili pri predhodnih 
analizah  z  namenom boljše  usmeritve  kasnejšega  osrednjega  dela  raziskave.  Vzorce 
medu smo pridobili iz večjega števila mednih satnih celic iz istega področja satja. Pri 
določevanju cvetnih prahov v medu smo uporabili  metodo "Harmonized methods of 
melissopalynology"  (Von Der Ohe in sod., 2004). Pri posameznem vzorcu smo 10 g 
medu iz satja dodali v centrifugirko, dodali 20 ml destilirane vode in vsebino dobro 
premešali. Raztopino smo vstavili v centrifugo Centric322B in centrifugirali 10 minut 
pri  1000  x  g.  Supernatant  smo  nato  odlili,  sedimentu  pa  ponovno  dodali  20  ml 
destilirane  vode,  dobro  premešali  in  centrifugirali  5  minut  pri  1000  x  g.  Med 
centrifugiranjem  smo  pripravili  objektna  stekelca,  na  katera  smo  z  vodoodpornim 
flomastrom označili kvadrat 20 x 20 mm. Po končanem centrifugiranju smo ponovno 
odstranili  supernatant  in  sediment  dobro  premešali  s  Pasteurjevo  pipeto.  Homogeni 
vzorec  smo  nato  enakomerno  razmazali  na  objektno  stekelce  preko  označenega 
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kvadrata. Tako pripravljen vzorec smo sušili na plošči  pri 50 °C (IKA RCT standard 
safety control). Po sušenju smo vzorčku dodali glicerinsko želatino (Kaiser glicerin gel), 
segreto na 40 °C, in vzorec pokrili s krovnim stekelcem. Tako smo dobili mikroskopski 
preparat,  pripravljen  za  pelodno  analizo. Pelodna  zrnca  smo  pod  svetlobnim 
mikroskopom pregledovali pri 400-kratni povečavi. Pri 1000-kratni povečavi je sledilo 
še  štetje  pelodnih  zrnc  in  analiziranje  njihovega botaničnega izvora,  pri  čemer  smo 
morali pri opazovanju uporabiti imerzijsko olje. Štetje smo pričeli levo zgoraj in tako 
nadaljevali v petih zaporednih serijah po 100 pelodnih zrnc, dokler nismo prešteli 500 
pelodnih zrnc oziroma pregledali celotnega mikroskopskega preparata. V primeru, da 
smo v vzorcu zasledili malo cvetnega prahu smo prešteli vsa pelodna zrnca. Pri štetju 
smo upoštevali tudi poškodovana (abortirana) pelodna zrnca, ostala neprepoznana pa 
uvrstili v skupino nedoločeno. Pri prepoznavanju botaničnega izvora pelodnih zrnc smo 
uporabili atlas cvetnih prahov Celler Melissopalynologische Sammlung  (Von der Ohe 
K.  in  Von  der  Ohe  W.,  2007) in  on-line  podatkovno  bazo  Paldat 
(http://www.paldat.org/). Če  zrncem  cvetnega  prahu  kljub  ustrezni  ločljivosti  na 
mikroskopu nismo uspeli določiti rastlinske vrste, smo določili le rod ali pa še širše 
družino, v katero so spadala opazovana pelodna zrnca. Če je v sedimentu pri vzorcih 
prevladoval cvetni prah pravega kostanja (Castanea sativa) ali pa spominčice (Myosotis 
sp.),  smo štetje do ponovnega končnega števila 300 pelodnih zrnc ponovili  brez teh 
dveh rastlinskih vrst. Ostale spremenljivke, kot so vsebnost mane, fizikalno-kemijske in 
senzorične  analize  medu,  za  nas  v tem primeru  niso bile  pomembne.  Pri  določanju 
botaničnega  izvora  cvetnega  prahu  v  vzorcih  smo  upoštevali  ključna  pravila 
prepoznavanja pelodnih zrnc, vključno z vsemi posebnostmi (Kandolf, 2011). Uporabili 
smo modificirano različico tehnike, uporabljene v aplikativnih raziskavah medu (Božič 
in sod., 2006) in diplomskem delu  (Podrižnik, 2007).  Omenjenega postopka pa kljub 
uporabnosti zaradi prenizkih količin medu, uporabljenih v glavni raziskavi, nismo mogli 
v celoti uporabiti za posamezne vzorce medu iz satnih celic. Namreč pri glavni raziskavi 
smo vzorčke medu iz mednih satnih celic in medu, skladiščenega nad cvetnim prahom, 
analizirali ločeno brez združevanja vzorcev, s čimer bi drugače zadostili količini medu 
za  omenjeni  postopek.  Smo  pa  ta  postopek  lahko  uporabili  za  analizo  vzorčkov 
čebeljega kruhka.
3.3.4 Analiza cvetnega prahu v vzorcih čebeljega kruhka                           
Mikroskopske  preparate  cvetnega  prahu  smo  pripravili  iz  sedimenta  v  izhodnih 
mikrocentrifugirkah po odstranitvi supernatanta za ostale teste. Sediment smo redčili z 
0,9 % NaCl v bidestilirani vodi z dodatkom 20 % skupne mase vzorca v mg ter vsebino 
dobro premešali do homogenega stanja. V nadaljevanju smo 3 µl homogenega vzorca 
nanesli na objektno steklo, mu dodali 10 µl destilirane vode ter enakomerno nanesli čez 
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površino objektnega stekelca v velikosti označenega kvadrata 22 x 22 mm. Nadaljnji 
postopek je bil enak kot zgoraj opisan za vzorce medu. 
Pri analizi vzorcev čebeljega kruhka smo prešteli vsaj 300 pelodnih zrnc, kar predstavlja 
dovolj velik reprezentativni vzorec  (Almeida-Muradian in sod., 2005). Pelodna zrnca 
smo šteli  v treh zaporednih serijah po 100 pelodnih zrnc,  dokler nismo prešteli  300 
pelodnih zrnc ali pregledali celotnega mikroskopskega preparata. V doktorskem delu 
smo  pri  analiziranju  cvetnega  prahu  upoštevali  le  prisotnost  cvetnega  prahu 
prevladujoče rastlinske vrste in cvetnega prahu ostalih spremljevalnih rastlinskih vrst v 
obsegu  >  10  %  pri  posameznem  vzorcu.  Zato  smo  cvetni  prah  pravega  kostanja 
(Castanea sativa) in spominčice (Myosotis sp.) ob njuni prisotnosti v vzorcih upoštevali 
enakovredno cvetnemu prahu ostalih rastlinskih vrst in v teh primerih ponovnega štetja 
nismo izvajali. Ker je vzorčenje potekalo v času cvetenja pravega kostanja, smo zaradi 
izbire paše v vzorcih pričakovali pretežno zastopanost cvetnega prahu pravega kostanja 
(slika 13). Cvetni prah pravega kostanja je po morfoloških značilnostih velikosti 14 μm 
(13,8 – 14,7 μm), ovalne oblike, 3-kolporaten in ima psilatno površino (Von der Ohe K. 
in Von der Ohe W., 2007).
Slika  13: Palinološki pregled vzorca čebeljega kruhka. V vidnem polju so vidna samo pelodna zrnca 
pravega kostanja (Castanea sativa)   
Figure  13: Palynological examination of bee bread. In vision field has been seen only grains of Sweet  
chestnut (Castanea sativa) pollen
3.3.5 Analiza mlečne kisline v čebeljem kruhku
Vsebnosti mlečne kisline smo določali s komercialnim naborom kemikalij za laktat od 
Sigme-Aldrich. Laktatni test je bil izveden na mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami, ki 
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je bila med inkubiranjem na stresalniku. Meritve encimske aktivnosti pa smo izmerili na 
mikročitalcu VIS (Anthos, UK).
Merjenje vsebnosti laktata v vzorcih je potekalo po naslednjih korakih:
a. Predpriprava
Laktatni pufer (lactate assay buffer) smo segreli na sobni temperaturi. Laktatni reagent 
smo segreli na sobni temperaturi zaščiten od svetlobe; vzorec smo pred uporabo dobro 
premešali  z  večkratnim  pipetiranjem.  Encimsko  zmes  (lactate  enzyme  mix)  smo 
raztopili v 220 μl zgoraj omenjenega pufra ter dobro premešali s pipetiranjem. Standard 
(laktat) smo pripravili v koncentraciji 100 nmol/μl. Sestave laktatnega pufra, laktatnega 
reagenta in encimske zmesi v protokolu niso definirane.
b. Priprava standardov
Raztopili smo 10 μl standarda v 990 μl pufra. S tem smo dobili standardno raztopino s 
koncentracijo 1 nmol/μ1. V jamice mikrotitrske plošče smo dali 0, 2, 4, 6, 8 in 10 μl te 
raztopine ter jamice dopolnili s pufrom do 50 μl (50, 48, 46, 44, 42 in 40 μl).
c. Priprava osnovne zmesi
Za pripravo osnovne zmesi smo za 100 vnaprej predvidenih reakcij uporabili 4600 μl 
pufra za testiranje, 200 μl encimske zmesi in 200 μl laktatnega reagenta. 
č. Priprava vzorcev
Pri  vsakem posameznem vzorcu  smo  od  40  µl  izvlečka,  namenjenega  za  merjenje 
mlečne kisline, odvzeli 10 µl izvlečka za zaključno analizo. Tega smo do 50 μl redčili z 
laktatnim pufrom. S tem smo vzorce, ki so predhodno že bili 20-krat redčeni, še dodatno 
5-krat redčili, s čimer smo dobili 100-kratno razredčitev izhodnega vzorca. Zato smo 
končne rezultate prilagodili v skladu z našim redčenjem začetnih vzorcev.     
d. Izvedba testa
Pri izvajanju testa smo uporabili 50 μl vzorca ali standarda ter 50 μl osnovne zmesi. Vse 
skupaj smo inkubirali 30 min pri sobni temperaturi in zaščiteno pred vplivom svetlobe. 
Inkubiranje  je  potekalo  na  laboratorijskem  stresalniku.  Po  inkubaciji  smo  izmerili 
absorbanco svetlobe pri 570 nm  (A570).  Metodo smo izvedli glede na proizvajalčevo 
specifikacijo  encimskega  kompleta  za  mlečno  kislino  (Sigma-Aldrich®)  s  pomočjo 
čitalca mikrotitrskih plošč (Dynex Technologies, ZDA).
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Pred  izvedbo  glavnega  poskusa  smo  v  izogib  nastanku  nepotrebnih  materialnih 
stroškov, ki bi lahko nastali zaradi nepravilno zasnovanega poskusa, izvedli tudi pilotni 
poskus  z  12  jamicami  na  mikrotitrski  plošči.  V  prvi  vrstici  smo  uporabili  vzorce 
standarda, kjer smo uporabili 0, 2, 4, 6, 8 in 10 μl te raztopine, ter vse skupaj dopolnili s 
pufrom do 50 μl vzorca (50, 48, 46, 44, 42 in 40 μl). V drugi vrstici smo uporabili  
vzorec 1, kjer smo uporabili 2, 6, 10 μl te raztopine, ter vse dopolnili s pufrom do 50 μl 
(48, 44, 40 μl). V tretji vrstici pa smo uporabili še enkrat vzorec 1, ter vse skupaj izvedli 
na enak, že zgoraj omenjen način. Pri pilotnem poskusu smo pri vsakem vzorcu dodali 
50 μl osnovne zmesi, inkubirali in izmerili absorbanco pri 570 nm (A570). Pri glavnem 
poskusu smo izvedli vzorčenje v 78 jamicah na mikrotitrski plošči. V vsako jamico smo 
dali  posamezni  vzorec,  ki  je  bil  redčen glede na  rezultate  iz  pilotnega  poskusa.  Pri 
glavnem poskusu smo uporabili 6 vzorcev standarda, 72 vzorcem pa smo dodali 50 μl 
osnovne zmesi,  vse skupaj  nato inkubirali  in izmerili  absorbanco pri  570 nm  (A570). 
Poleg analize mlečne kisline čebeljega kruhka smo dodatno izvedli še analizo mlečne 
kisline v medu iz mednih satnih celic ter analizo mlečne kisline skladiščenega medu nad 
cvetnim prahom v pokritih in staranih satnih celicah.
3.3.6 Analiziranje vsebnosti sladkorjev in glukonske kisline v medu in čebeljem 
kruhku
Za ločevanje sladkorjev v izvlečkih vzorcev medu in čebeljega kruhka smo uporabili 
anionsko  izmenjevalno  tekočinsko  kromatografijo  visoke  zmogljivosti  s  pulzno 
amperometrično detekcijo. Kvantitativno smo ovrednostili vsebnosti glukoze, fruktoze, 
saharoze,  rafinoze  in  glukonske  kisline,  vendar  smo  v  namene  zaključne  analize 
sladkorjev uporabili le pregled vsebnosti glukoze, fruktoze in glukonske kisline.
a. Laboratorijska oprema 
Pri  izvedbi  analiz  smo  uporabili  tekočinski  kromatograf  Knauer  z  avtomatskim 
vzorčevalnikom vzorcev "Spark Holland – Midas". Vseboval je kromatografsko črpalko 
"Smartline – Pump 1000", s katero smo zagotovili enakomeren pretok mobilne faze in z 
izravnalcem pritiska proizvajalca ESA tudi znižali spremembe v tlaku zaradi delovanja 
batov črpalke. Elektrokemijski detektor "ESA Coulochem III" z amperometrijsko celico 
"ESA 5040",  ki  je  sestavni  del  omenjenega sistema,  je  za  kolono zaznal  povečanje 
koncentracije preko povečanega toka v celici kot posledico oksidacije negativnih ionov 
sladkorjev v pretočni celici.  Ta signal smo s pomočjo kartice za zajemanje signalov 
"Hewlett Packard AD", ter računalniške programske opreme "HPLC programsko okolje 
za  obdelavo  kromatografov  (A.06.03  ChemStation)"  pretvorili  v  diagram  oz. 
kromatogram (slika 14). Za predkolono in kolono pri ionski kromatografiji smo izbrali 
proizvajalca Dionex, model "CarboPac PA10". V kolono, napolnjeno s stacionarno fazo, 
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smo preko injektorja dovedli mobilno fazo in v njej raztopljen vzorec. Priprava tekočin 
je potekala z modulom "Smartline – Manager 5000" na osnovi mešanja dveh tekočin z 
nizkotlačnim  razplinjevanjem. Poleg  tekočinskega  kromatografa  smo  v  laboratoriju 
uporabili centrifugo (Select Bio Products, Select vortexer), ter analitsko tehtnico (ABT 
100-5 M, Kern & Sohn GmBH).
b. Materiali in reagenti
Kot mobilno fazo smo uporabili mešanico 400 mM NaOH in vode MiliQ v razmerju 
90/10.  Mešanico  smo  pred  uporabo  z  ultrazvočno  kopeljo  razplinili  in  počakali  na 
stabilizacijo temperature. Količina mobilne faze mora biti zadostna za analizo celotne 
serije vzorcev. Poleg mobilne faze smo v namene izrisa umeritvenih krivulj pripravili še 
analitsko  čiste  standarde  sladkorjev  proizvajalca  Sigma-Aldrich®.  Zaradi  velikega 
števila  vzorcev  s  širokim  koncentracijskim  razponom  smo  pripravili  in  analizirali 
raztopine  standardnih  sladkorjev  z  znanimi  koncentracijami,  ki  pokrivajo  celoten 
interval pričakovanih koncentracij. 
c. Priprava vzorcev
Pri  pripravi  vzorcev  za  test  vsebnosti  sladkorjev  in  glukonske  kisline  v  medu, 
skladiščenim v mednih satnih celicah, ter v medu skladiščenim nad cvetnim prahom v 
pokritih in staranih satnih celicah,  smo izvleček redčili  20-krat z bidestilirano vodo, 
centifugirali in pretežni del supernatanta prenesli v viale, ki smo jih neprodušno zaprli 
do takojšnje uporabe. Viale smo nato dali v avtosampler. Zaradi redčenja supernatanta 
smo  končne  rezultate  preračunali  v  skladu  z  dejansko  maso  vzorčka  in  faktorjem 
redčenja  začetnih  vzorcev.  Poleg  priprave  vzorcev  za  test  vsebnosti  sladkorjev  in 
glukonske kisline v medu smo po istem postopku nato izvedli še pripravo vzorcev za 
test vsebnosti sladkorjev in glukonske kisline v izvlečkih čebeljega kruhka.
d. Delovni kromatografski pogoji
Značilnosti kolone pri ionski kromatografiji so bile sledeče: dolžina 250 mm, širina 4 
mm,  z  velikostjo  zaznave  delcev  stacionarne  faze  10  µm.  Mobilno  fazo  A  je 
predstavljala 400 mM Na OH, mobilno fazo B pa bidestilirana voda (HPLC kvalitete).  
Pretok mobilne faze je ves čas bil 1 ml/min (preglednica 1).
Program za detektor in nastavitve:
P1 + 100 mV / 350 ms
P2 – 1000 mV / 10 ms
P3 + 600 mV / 5 ms
P4 – 200 mV / 15 ms
Čas zakasnitve zajemanja pri P1: 250 ms
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Naboj: 10 µC od 0 do 17 min in od 35 min do konca enega "toka" vzorca (40 min); 2  
µC od 17 min do 35 min (za oligosaharide v nizkih koncentracijah in za glukonsko 
kislino).
P1 – analitski elektični potencial oksidacije
P2 – primeren električni potencial za kondicioniranje elektrode pri povečani oksidaciji
P3, P4 – primerna potenciala za kondicioniranje elektrode z redukcijo
t1, t2, t3 in t4 – časi za potek električnega potenciala
td – čas zamude pri prvem potencialu
Preglednica 1: Časovnica uporabe mobilne faze na HPLC črpalki






(% 400 mM NaOH)
Topilo B 
(% H2O)
0 1 10 90
17 1 10 90
26 1 50 50
35 1 50 50
37 1 10 90
Volumen injiciranega vzorca je bil 10 µl. Temperatura avtomatskega vzorčevalnika je 
bila 5 °C, temperatura kolone pa 25 °C. V naši raziskavi so nas zanimale predvsem štiri 
snovi: glukoza, fruktoza, saharoza in glukonska kislina. Od trisaharidov smo dodali med 
standarde še rafinozo. Umeritvene krivulje smo izdelali na podlagi eksternih standardov 
v štirih koncentracijah znotraj pričakovanega koncentracijskega območja od najnižje do 
najvišje vrednosti. Le-te smo dobili na podlagi predhodnih meritev.
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Slika  14:  HPLC programsko okolje  (A.06.03 Chem Station) za obdelavo kromatografov  s  primerom 
kromatografa izvlečka vzorca čebeljega kruhka
 
Figure 14: HPLC software environment (A.06.03 Chem Station) for chromatography processing with a 
chromatograph sample of bee bread extract 
3.3.7 Statistična analiza         
Zbiranje  podatkov,  njihova  preureditev  in  pretvorba  je  bila  izvedena  s  pomočjo 
razpredelnic  v  programu  Excel®.  Dodatne  statistične  analize  so  bile  izvedene  s 
programskim  orodjem  R  (Blejec,  2010) z  uporabo  dodatnih  modulov  Rcomander, 
Rstudio in Reshape2. Različne vrste analiz variance, korelacijskih modelov in modelov 
kovariance  smo izvedli  z  uporabo  splošnega linearnega modela  (funkcija  lm),  ki  je 
omogočal tako večsmerno analizo variance,  kot tudi multiple regresijske modele. Za 
medsebojno primerjavo modelov, kot tudi razlik med povprečnimi vrednostmi (Tukey 
HSD test) je bila uporabljena funkcija analize variance (aov). Izbiro modela za analizo 
variance  smo pričeli  s  kompleksnejšim modelom in prešli  na preprostejši  model  po 
testih  ANOVA,  s  čimer  smo  pojasnili  variabilnost.  Grafični  prikaz  podatkov  in 
regresijske premice smo izvedli s pomočjo programa Excel®.
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4 REZULTATI 
Lastnosti čebeljega kruhka se v celicah satja spreminjajo glede na globino profila satne 
celice in tudi glede na čas zorenja. V raziskavi smo skušali pridobiti čim bolj enotno 
botanično poreklo cvetnega prahu, da bi lažje preverili vlogo mikroorganizmov in čebel.
4.1 BOTANIČNO POREKLO CVETNEGA PRAHU V PREČNEM PREREZU 
CELICE ČEBELJEGA KRUHKA
Raziskavo smo izvedli v času cvetenja pravega kostanja, zato smo pričakovali, da bo v 
vseh zbranih satih prevladoval skladiščen cvetni prah pravega kostanja. Pri vzorčenih 
satnih celicah smo analizirali posamezne plasti (N = 120, glej poglavje 3.2). V vseh 
satih je sicer prevladoval cvetni prah pravega kostanja, vseeno pa smo opazili  razlike, 
ki  smo jih  upoštevali  pri  preverjanju  prispevka  posameznih  dejavnikov  k  izmerjeni 
protibakterijski vrednosti skupaj z drugimi merjenimi spremenljivkami glede na potek 
poskusa  in  pobiranje  vzorcev. Razlike  v  botanični  raznolikosti  cvetnih  prahov  smo 
opazili med vzorci satja, odvzetimi iz različnih satov, kot tudi med različnimi plastmi v 
satnih celicah. Pri raziskavi smo se osredotočili na vsebnost cvetnega prahu pravega 
kostanja,  katerega  vsebnosti  so  se  razlikovale  (priloga  H1).  Pri  analizi  zastopanosti 
cvetnega prahu pravega kostanja glede na plast v satni celici smo v zgornjih plasteh 
satnih celic zabeležili 9,78 % višjo vsebnost cvetnega prahu pravega kostanja, kot pa v 
spodnjih plasteh. 
Ko smo primerjali vsebnosti cvetnega prahu pravega kostanja med sati, smo s Tukey 
HSD testom opazili dve različni skupini. Med dvema najrazličnejšima satoma je bila 
opažena 19 % razlika v vsebnosti cvetnega prahu pravega kostanja (p<0,001). 
V prvi skupini so bili trije sati z najvišjimi vsebnostmi cvetnega prahu pravega kostanja 
s srednjo vrednostjo 95,3 ± 2,2 % (n  = 72).  To satje smo poimenovali  "čisto" satje 
(vrednost Csct faktorja v nadaljnjih analizah). Poleg cvetnega prahu pravega kostanja je 
vsebovalo  le  dva  vzorca  s  prisotnostjo  cvetnega  prahu  Asteracae  tipa  J  (10  %)  in 
Trifolium repens (19 %) v dveh različnih satih. V drugi skupini pa sta bila dva sata z 
manjšo  količino  cvetnega  prahu  C.  sativa,  kar  smo  poimenovali  "mešano"  satje 
(vrednost  Csct  faktorja  v  nadaljnjih  analizah),  čeprav  je  vsebovalo  79,6  ±  2,7  % 
cvetnega prahu pravega kostanja (n = 48). Od skupno 24 vzorcev pri vsaki posamezni 
satnici,  smo pri obeh satnicah poleg cvetnega prahu pravega kostanja zasledili še 11 
pogostejših tipov cvetnega  prahu (> 10 % cvetnega  prahu v vzorcu).  Zasledili  smo 
cvetni  prah  naslednjih  rastlinskih  skupin:  Tilia sp.,  Trifolium  repens,  Plantago sp., 
Filipendula sp.,  Rubus sp.,  Poaceae,  Asteraceae tipa J, Asteraceae tipa T in sadnega 
drevja (Priloga H1). Najpogostejši tip cvetnega prahu pri teh dveh satnicah je bil pri 46 
vzorcih cvetni prah pravega kostanja, preostala dva vzorca pa sta vsebovala prevladujoč 
60
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
cvetni prah Plantago sp. (40,7 %) in  Verbascum sp. (36,7 %). Na podlagi vsebnosti 
cvetnega  prahu  pravega  kostanja  v  satju  smo  satne  celice  poimenovali  "čiste"  in 
"mešane", pri čemer prve vsebujejo zgolj cvetni prah pravega kostanja, druge pa cvetni 
prah različnih botaničnih skupin. 
4.2 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE IN VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN V 
PREREZU CELICE ČEBELJEGA KRUHKA IN V MEDNIH SATNIH 
CELICAH 
Razlike med plastmi v prerezu satne celice s  čebeljim kruhkom in mednimi satnimi 
celicami  smo  v  začetni  fazi  raziskovali  z  analizo  inhibicijskih  con,  kot  pokazatelja 
protibakterijskega  delovanja,  in  vsebnosti  fenolnih  spojin  in  njihovega 
antioksidativnega delovanja (slika 15). Med plastmi smo praviloma opazili medsebojno 
odvisnost vrednosti  proučevanih spremenljivk,  poleg tega pa pogosto tudi specifične 
razlike  med nekaterimi  plastmi,  kakor  tudi  čebeljim kruhkom in  medom.  Statistični 
podatki so prikazani v prilogah C1-C4.
4.2.1 Protibakterijsko delovanje izvlečka glede na plast in tipe satnih celic
Pri  testiranju  mejnih  vrednosti  širine  inhibicijskih  con  smo  pri  zgornjih  plasteh 
čebeljega kruhka pri pokritih satnih celicah, pri srednjih plasteh čebeljega kruhka pri 
odkritih satnih celicah in pri medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom, opazili širšo 
inhibicijsko cono (priloga A1). Povprečna vrednost inhibicijskih con za zgornje plasti 
pri  čebeljem  kruhku  je  bila  (11,80  mm  ±  0,52  mm),  pri  medu,  skladiščenim  nad 
čebeljim kruhkom, pa najvišja (14,42 mm ± 0,67 mm) (preglednica 2). Obe vrednosti 
sta  bili  bistveno  večji,  kot  pri  srednjih  in  spodnjih  plasteh  satnih  celic  s  čebeljim 
kruhkom.  Tudi  pri  testiranju  glede  na  tipe  satnih  celic  smo  opazili  razlike  v 
protibakterijskem delovanju.  Najširše  mejne  inhibicijske  cone čebeljega  kruhka smo 
zaznali pri sveže pokritih satnih celicah (10,28 mm ± 0,42 mm), ki so jim z najnižjimi 
vrednostmi  sledile  še  starane  in  odkrite  satne  celice.  Izpostavimo  lahko  tudi 
protibakterijsko delovanje v medu pri staranih mednih satnih celicah ter skladiščenem 
medu nad čebeljim kruhkom pri sveže pokritih ter staranih satnih celicah. Pri tem je 
med, skladiščen nad čebeljim kruhkom, tako pri sveže pokritih (14,54 mm ± 0,91 mm) 
kot  tudi  pri  staranih  satnih  celicah  (14,30  mm  ±  1,00  mm)  izkazoval  močnejše 
protibakterijsko delovanje, kot pa med v mednih staranih satnih celicah (10,68 mm ± 
0,49 mm). Tako lahko povzamemo, da je inhibicijska cona naraščala od spodnjih in 
odkritih plasti proti zgornjim in pokritim plastem, vključno s skladiščenim medom nad 
cvetnim prahom (preglednica 2).  
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Preglednica 2: Analiza variance inhibicijskih con. Prikazane so povprečne vrednosti in razlike med njimi 
glede na tipe satnih celic in plast v posamezni satni celici. Najvišja vrednost je bila izmerjena v sveže 
pokritih  satnih  celicah  v  zgornji  plasti  čebeljega  kruhka  in  na  njem  skladiščenem  medu.  Če  je  v 
primerjavo vključen tudi med nad čebeljim kruhkom, pri  pokritih satnih celicah s čebeljim kruhkom, 
opazimo močnejšo inhibicijo, kot je prisotna pri staranih satnih celicah s čebeljim kruhkom. Razlike med 
plastmi in tipi satnih celic smo označili z "a" in "b", za stranske vrednosti pa smo uporabili označbe z "m" 
in "n".  Še dodatna označitev a'  pomeni primerjavo v medni  satni  celici  s  plastjo medu nad cvetnim 
prahom. CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu 
iz prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad  
cvetnim prahom; m – med iz medne satne celice. *Med iz mednih satnih celic je statistično primerjan 
samo  z  medom,  skladiščenim  nad  cvetnim  prahom.  **Število  vzorcev  za  vsak  tip  satne  celice. 
***Povprečne vrednosti za vse plasti cvetnega prahu (brez medu)
Table  2:  Analysis of  variation of inhibition zones.  The average values and differences between them 
according to the types of honeycomb cells and the layer in each honeycomb cell are shown. The highest  
value was measured in freshly capped honeycombs in the upper layer of bee bread and in honey stored 
above it. If honey stored above the bee bread is included in the comparison, the increased inhibition in 
capped honeycomb cells with bee bread is observed, which is greater than in aged honeycomb cells with 
bee bread. Differences between layers and honeycomb cell types were marked "a" and "b" and the marks  
"m" and "n" were  used  for  secondary values.  An additional  marking  a’ means a  comparison in  the  
honeycomb cell with a layer of honey above the pollen. bul – bee bread from upper layer of comb cell;  
bml – bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab –  
honey stored above bee bread; h – honey extracted from  honeycomb cells. *Honey from honeycomb 
cells is statistically compared only with honey stored above pollen. **Number of samples for each type of 











DIC (mm) IC (mm) IC (mm) IC (mm)
m* 24 / / / / 10,68 ± 0,49 a' / /
mcp 40 / / 14,54 ± 0,91 b 14,30 ± 1,00 b 14,42 ± 0,67 n
CPz
g
40 8,87 ± 0,79 a 14,37 ± 0,78 b 12,17 ± 0,91 b 11,80 ± 0,52 n
CPsr 40 8,97 ± 0,75 a 9,01 ± 0,49 a 7,56 ± 0,33 a 8,51 ± 0,32 m
CPs
p
40 8,45 ± 0,64 a 7,47 ± 0,27 a 6,63 ± 0,18 a 7,52 ± 0,25 m
V preglednici 2 so prikazana povprečja inhibicijskih con z napako ocene na podlagi 
uporabljenih  modelov  analize  variance.  Pomembnejše  razlike  med  vrednostmi  smo 
označili z različnimi črkami v stolpcu HSD (statistična analiza na osnovi Tukey HSD 
primerjav). Skupine so bile narejene na osnovi modelov "čebelji kruhek" (preglednica 4 
in 5, model 2: F = 12,67; DF = 11 in 348; p  0,001) in pa "čebelji kruhek z medom"˂  
(model 4: F = 24,86; DF = 8 in 311; p  0,001) ter ločene primerjave mednih satnih˂  
celic iz staranega tipa satja v primerjavi z medom nad čebeljim kruhkom po modelu 
"medeni vzorci", ki smo jih dodali le za primerjavo (slika 10). Podrobnejša obrazložitev 
ovrednotenja modelov je podana v poglavju, kjer smo govorili o modelih (glej poglavje 
4.2.4).
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Med plastmi posameznih satnih celic smo preverili tudi najvišje vrednosti inhibicijskih 
con. Pri zgornjih plasteh čebeljega kruhka je najvišja vrednost inhibicijske cone bila 
zabeležena pri  staranih satnih celicah (27,75 mm). Srednja plast  čebeljega kruhka je 
imela najvišjo vrednost za inhibicijsko cono pri odkritih satnih celicah (25 mm), ravno 
tako tudi spodnja plast (21 mm). Pri plasti medu nad cvetnim prahom smo zasledili 
najvišjo  vrednost  za  inhibicijsko  cono  pri  staranih  satnih  celicah  (31,93  mm),  pri 
mednih satnih celicah (N = 20) pa je bila najvišja vrednost za inhibicijsko cono 14,8 
mm. Pri testiranju glede na tipe satnih celic pa smo najvišje vrednosti inhibicijskih con 
zasledili pri odkritih satnih celicah, in sicer pri srednji plasti (25 mm), pri pokritih satnih 
celicah pri plasti medu nad čebeljim kruhkom (30,62 mm), ravno tako v tej plasti tudi 
pri staranih satnih celicah pa 31,93 mm. Slednja vrednost je bila tudi najvišja izmerjena 
vrednost širine inhibicijskih con med vsemi vzorci. Najnižja vrednost inhibicijskih con 
glede na plast in tipe satnih celic je bila v primeru osnovne raziskave v vseh primerih 6 
mm (priloga A1). Omeniti je potrebno, da so bile inhibicijske cone z vrednostjo 6 mm 
fizično omejene s širino papirnatega diska pri difuzijski metodi. Zatorej nižjih vrednosti 
inhibicijskih con od 6 mm ni bilo mogoče izmeriti.
Z  regresijskim  modelom  smo  naredili  primerjave  inhibicijskih  con  med  plastmi  in 
ugotovili, da je med plastjo medu nad čebeljim kruhkom in zgornjo plastjo čebeljega 
kruhka prisotna medplastna odvisnost inhibicijske cone pri pokritih satnih celicah (k = 
0,66 ± 0,15; p  0,001; slika 15a). Nekoliko manj izrazita odvisnost med plastmi pa je˂  
bila tudi pri staranih satnih celicah. Med zgornjo in srednjo plastjo čebeljega kruhka je 
bila opažena odvisnost tako pri odkritih (p  0,001), kot tudi pri pokritih satnih celicah˂  
(p  0,001). Nekoliko manj izrazita pa je bila pri staranih satnih celicah. Med srednjo in˂  
spodnjo plastjo čebeljega kruhka pa je bila odvisnost opažena pri odkritih (p  0,001) in˂  
sveže pokritih satnih celicah (p  0,001) in nekoliko manj izrazita pri staranih satnih˂  
celicah.  Odvisnost  spremenljivk  smo  prikazali  s  Pearsonovo  korelacijo  (vrednosti 
primerjave zgornje plasti z medom in spodnje plasti čebeljega kruhka so bile 0,44; 0,51; 
0,57).  Nakloni  regresijskih  premic  so  nekoliko  drugačni,  vendar  neznačilni  v 
kakršnikoli  primerjavi  (slika  15a).  Edina  pomembna  razlika  med  testiranimi 
regresijskimi premicami je povečanje in prestrezanje od 0 mm pri odprtih satnih celicah 
do okoli 5 mm za pokrite in starane satne celice s čebeljim kruhkom, kadar primerjamo 
zgornjo in srednjo plast čebeljega kruhka. Z drugimi besedami povedano, inhibicijske 
cone  se  povečajo  za  okoli  5  mm  v  satnih  celicah,  kadar  so  pokrite  z  voščenim 
pokrovcem. Koeficienti odvisnosti med celičnimi plastmi čebeljega kruhka so bili okoli 
1, razen za srednjo in spodnjo plast pri staranih satnih celicah s čebeljim kruhkom z 
regresijskim koeficientom 0,79.  V odprtih  satnih  celicah  s  čebeljim kruhkom je  bil 
regresijski koeficient med plastmi tudi okoli 1, še vedno značilen, vendar z veliko večjo 
mero pojasnjene variabilnosti med plastmi, kot pri staranih satnih celicah. Pri teh so bile 
regresije med plastmi še močnejše in pojasnijo 79 % variance za zgornjo ter 60 % za 
spodno plast. Regresijski modeli, pri katerih smo vključili dvostopenjski faktor "čisto" 
ali  "mešano"  satje,  niso  pokazali  vpliva  odvisnosti  na  inhibicijo  v  zgornji  plasti  z 
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medom proti zgornji plasti s čebeljim kruhkom pri "mešanem" satju (preglednica 4 in 5, 
model 2 in 4). 
  
4.2.2 Fenolne spojine v izvlečku glede na plast in tipe satnih celic
Opazili smo močan gradient fenolnih spojin od najvišjih vrednosti v spodnjih plasteh pri 
staranih satnih celicah (1,61 mg/g ± 0,069 mg/g) proti  zgornjim plastem pri  odprtih 
satnih celicah s čebeljim kruhkom (0,55 mg/g ± 0,034 mg/g) do najnižjih vrednosti v 
medu.  V  medu  so  bile  najvišje  vrednosti  zabeležene  pri  medu,  skladiščenim  nad 
čebeljim kruhkom pri staranih satnih celicah (0,21 mg/g ± 0,014 mg/g), medtem ko so 
bile  vrednosti  v  staranih  mednih  satnih  celicah  0,14  mg/g  ±  0,007  mg/g.  Podobne 
vrednosti  so  bile  izmerjene  v  medu,  skladiščenim nad  čebeljim kruhkom pri  sveže 
pokritih satnih celicah (0,12 mg/g ± 0,011 mg/g) (preglednica 3). 
Preglednica 3: Analiza variance fenolnih spojin.  Prikazane so povprečne vrednosti in razlike med njimi 
glede na tipe satnih celic in plast v posamezni satni celici. Najvišja vrednost je bila izmerjena v pokritih in 
staranih satnih celicah v spodnji  plasti  čebeljega kruhka. Vrednosti  fenolnih spojin so bile  najnižje v 
mednih satnih celicah ter medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom. In sicer smo razlike med plastmi in  
tipom satnih celic označili s črkami "a" - "f", za stranske vrednosti pa smo uporabili označbe "m" - "p".  
Še dodatna označitev a' pomeni primerjavo v medni satni celici s plastjo medu nad cvetnim prahom. Za 
okrajšave, glej preglednico 2
Table 3: Analysis of variation of  phenolic compounds. The average values and differences between them 
according to the types of honeycomb cells and the layer in each honeycomb cell are shown. The highest  
value was measured in the covered and aged honeycomb cells in the bottom layer of bee bread. The 
values of phenolic compounds were the lowest in the honeycomb cells and in the honey stored above bee 
bread. Differences between layers and honeycomb cell types were marked "a" - "f", and the marks "m" - 
"p" were used for secondary values. An additional marking a' means a comparison in the honeycomb cell 











DFS (mg/g) FS (mg/g) FS (mg/g) FS (mg/g)
m* 24 / / / / 0,14 ± 0,007 a' / /
mcp 40 / / 0,12 ± 0,011 a 0,21 ± 0,014 a 0,17 ± 0,010 m
CPz
g
40 0,55 ± 0,034 b 0,89 ± 0,050 d 0,78 ± 0,046 d 0,74 ± 0,028 n
CPsr 40 0,71 ± 0,048 b,c 1,36 ± 0,084 e 1,26 ± 0,058 e 1,11 ± 0,045 o
CPs
p
40 0,84 ± 0,060 c 1,47 ± 0,078 e,f 1,61 ± 0,069 f 1,31 ± 0,050 p
V preglednici 3 so prikazana povprečja za vsebnosti fenolnih spojin z napako ocene na 
podlagi uporabljenih modelov analize variance. Pomembnejše razlike med vrednostmi 
smo označili  v  stolpcu HSD (Tukey HSD primerjava).  Skupine so bile  narejene  na 
podlagi modelov "čebelji kruhek" (preglednica 4 in 5, model 5: F = 29,74; DF = 13 in 
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346; p  0,001) in "čebelji kruhek z medom" (preglednica 4 in 5, model 6: F = 86,47;˂  
DF = 12 in 307; p  0,001). Samo za primerjavo smo tudi tu vključili medne satne celice˂  
iz  staranega  tipa  satja  z  medom,  skladiščenim  nad  čebeljim  kruhkom  po  modelu 
"medeni vzorci" (slika 10). Podrobnejša obrazložitev ovrednotenja modelov je podana v 
poglavju, kjer smo govorili o modelih (glej poglavje 4.2.4).
Med plastmi posameznih satnih celic smo preverili tudi najvišje vrednosti za fenolne 
spojine.  Najvišje  vrednosti  fenolnih  spojin  glede  na  proučevano  plast  smo  v  vseh 
primerih zasledili  pri  sveže pokritih satnih celicah,  kjer je bilo v zgornji  plasti  1,54 
mg/g, v srednji plasti 3,41 mg/g, v spodnji plasti pa 3,56 mg/g. Pri plasti medu nad 
cvetnim prahom je najvišja vrednost  fenolnih spojin 0,51 mg/g prisotna pri  staranih 
satnih celicah, pri mednih satnih celicah (N = 20) pa je bila najvišja vrednost fenolnih 
spojin 0,24 mg/g. Pri testiranju glede na tipe satnih celic so najvišje vrednosti fenolnih 
spojin prisotne pri vseh tipih izključno v spodnjih plasteh. Pri odkritih satnih celicah je 
bila najvišja vrednost fenolnih spojin 1,68 mg/g, pri pokritih satnih celicah 3,56 mg/g, 
pri staranih pa 3,16 mg/g. Najvišja vrednost fenolnih spojin (3,56 mg/g) je znotraj vseh 
vrednosti  bila  prisotna  v  spodnji  plasti  pri  sveže  pokritih  satnih  celicah.  Najnižja 
vrednost fenolnih spojin (0,062 mg/g) je bila prisotna pri medu v mednih staranih satnih 
celicah (priloga A2). V primeru rezultatov z vrednostjo 0 bi lahko šlo tudi za napako v 
meritvi, zato v rezultatih navajamo prvo pozitivno vrednost, ki sledi vrednosti 0.
Z regresijskim modelom smo pri primerjavah vrednosti koncentracije fenolnih spojin 
med plastmi ugotovili odvisnost fenolnih spojin pri pokritih satnih celicah (p  0,001),˂  
med plastjo  medu nad čebeljim kruhkom in  zgornjo  plastjo  čebeljega  kruhka (slika 
15b).  Pri  staranih  satnih  celicah  odvisnosti  nismo  opazili.  Med  zgornjo  in  srednjo 
plastjo čebeljega kruhka je prisotna nekoliko manj izrazita odvisnost fenolnih spojin pri 
odkritih in pri staranih satnih celicah. Pri sveže pokritih satnih celicah med temi plastmi 
odvisnosti fenolnih spojin ni opaziti. Med srednjo in spodnjo plastjo čebeljega kruhka je 
bila opažena odvisnost pri odkritih in staranih satnih celicah (p  0,001) in pri pokritih˂  
satnih celicah. 
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Slika 15: Medplastna odvisnost izmerjenih vrednosti inhibicijske cone (a) in fenolnih spojin (b) znotraj  
satnih celic s čebeljim kruhkom. Iz zamika regresijskih premic je razvidno povečano protibakterijsko 
delovanje v zgornji plasti glede na srednjo plast pri pokritem čebeljem kruhku (5 mm glede na odkriti 
čebelji kruhek). Pri skupnih fenolih je iz naklonov regresijskih premic razvidno, da imajo spodaj ležeče 
plasti višje vrednosti fenolnih spojin glede na zgoraj ležečo plast. S premicami so prikazani statistično  
značilni regresijski modeli za posamezne podvzorce z ustrezno označeno barvo in izbrano debelino glede 
na mejo zaupanja (p). CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast  
cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – 
med nad cvetnim prahom
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Figure  15: The interlayer dependence of the measured values of the inhibition zone (a) and phenolic  
compounds (b) within the comb cells with the bee bread. From the delay of regression lines, an increased 
antimicrobial activity in the upper layer is seen compared to the middle layer in the covered bee bread (5 
mm with respect to the opened bee bread). In the case of total phenolic content, it is evident from the  
inclination of regression lines that the bottom layers indicate higher values phenolic compounds with 
respect  to the upper layer. The lines  show the typical  statistic  regression models  for  individual  sub-
samples with an appropriately marked colour and the selected thickness with respect to the confidence 
level (p). bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell;  
bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
Primerjava  vrednosti  inhibicijskih  con,  kakor  tudi  fenolnih  spojin  med  dvema 
sosednjima plastema je v glavnem pokazala statistično odvisnost primerjanih vrednosti. 
Vsi testirani regresijski modeli za primerjavo vrednosti med sosednjimi plastmi so bili 
statistično značilni. Le primerjava inhibicijskih con med zgornjo in srednjo plastjo je 
pokazala različne regresijske modele, vendar ne v naklonu premic, ampak v njihovem 
razmaku. Tako sta bili regresijski premici za pokrite in starane satne celice za 10 mm 
višje, kot pri odkritih satnih celicah (slika 15a). To pomeni, da so bile inhibicijske cone 
širše za približno 10 mm v zgornji plasti, kadar je bila nad njo prisotna še zgornja plast 
medu. Nakloni regresijskih premic med plastmi čebeljega kruhka so bili pri vsebnostih 
fenolnih  spojin  položnejši,  kot  v  primeru  inhibicijskih  con.  V  drugih  regresijskih 
modelih nismo opazili pomembnega vpliva tipa satnih celic. Tanjša regresijska premica 
pomeni verjetnost neodvisnosti med plastmi v območju 0,05 in 0,01, debelejša črta pa 
verjetnost,  manjšo od 0,01.  Ugotavljali  smo tudi  prispevek dvostopenjskega faktorja 
Csct ("čisto" in  "mešano" satje glede na delež  C. sativa) in s tem vpliv raznolikosti 
cvetnega prahu na inhibicijsko cono in vsebnosti  fenolnih spojin, kar pojasnjujem v 
nadaljevanju.
4.2.3 Odvisnost protibakterijskega delovanja od vsebnosti fenolnih spojin 
Z  analizo  kovariance  smo  ugotovili  odvisnost  vsebnosti  fenolnih  spojin  od  širine 
inhibicijskih con, ob upoštevanju skupine proučevanih dejavnikov (preglednica 4 in 5, 
model 1 in 3). Z analizo regresijskih krivulj  glede na vrsto vzorčenih celic in plasti 
satnih  celic,  smo  lahko  ugotovili  značilno  odvisnost  inhibicijskih  con  od  vsebnosti 
fenolnih  spojin  v  zgornji  plasti  z  medom  (slika  16).  Regresijski  modeli  niso  bili 
statistično značilni,  ko smo vključili  v  model  še  tip  satnih celic  oziroma z drugimi 
besedami rečeno, ali so bile satne celice pred odvzemom vzorcev zaprte ali starane. Ko 
smo  primerjali  vzorce  medu  "mešanega"  in  "čistega"  satja,  smo  opazili  pozitivno 
odvisnost  inhibicijskih  con  od  fenolnih  spojin  pri  "čistem"  satju,  vendar  ne  v 
"mešanem" satju. Podobno odvisnost smo opazili tudi v zgornji plasti čebeljega kruhka 
(p<0,001) pri sveže pokritih satnih celicah. Negativni regresijski koeficient (p = 0,01) 
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smo opazili v spodnji plasti čebeljega kruhka pri odkritih satnih celicah (slika 16). Na 
splošno  smo  ugotovili  negativno  regresijo  v  vzorcih  čebeljega  kruhka,  ki  je  bila 
pojasnjena z majhno variabilnostjo. Opazili smo znatno negativno regresijo v spodnjih 
plasteh in pozitivno v zgornjih plasteh, ko smo testirali posamezno plast ne glede na tip 
satne celice. V srednji plasti je bila vrednost prav tako negativna, vendar ne statistično 
značilna. V mednih satnih celicah nismo ugotovili značilnega regresijskega koeficienta.
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Slika  16:  Odvisnost  inhibicijskih con od vsebnosti  fenolnih spojin.  Pomembne regresijske premice z 
pozitivnim koeficientom smo opazili v zgornji plasti medu nad čebeljim kruhkom in v zgornji plasti pri  
pokritih satnih celicah (p<0,001). Opazili smo tudi negativni koeficient v spodnji plasti pri odprtih celicah 
(0,01<p<0,05). S premicami so prikazani statistično značilni regresijski modeli za posamezne podvzorce 
z ustrezno označeno barvo in izbrano debelino glede na mejo zaupanja (p). CPzg – zgornja plast cvetnega  
prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja  
plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim prahom
Figure 16: Dependence of the inhibition zones on the phenolic compounds content. Significant regression 
lines with a positive coefficient were observed in the upper layer of honey above the bee bread and in the  
upper layer in the covered cells (p<0.001). A negative coefficient was also observed in the bottom layer in 
opened  honeycomb  cells  (0.01<p<0.05).  The  lines  show  the  typical  statistic  regression  models  for 
individual sub-samples with an appropriately marked colour and the selected thickness with respect to the  
confidence level (p). bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of  
comb cell; bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
4.2.4 Primerjanje splošnih linearnih modelov odvisnosti inhibicijskih con in 
fenolnih spojin
Naredili smo statistično ločene modele vseh tipov satnih celic za posamezne plasti (glej 
poglavje 3.2.2). Ugotovili smo, da je najmočnejši vpliv na variabilnost inhibicijskih con 
odvisen od plasti satnih celic, opaziti pa je tudi močno interakcijo vsebnosti fenolnih 
spojin. Linearni model, vključujoč fenolne spojine (FS) kot neodvisno spremenljivko in 
delež pravega kostanja (Csct), tip satne celice vzorca v satju ("tip") in plasti ("plast") 
satne celice, kot faktorji, ki skupaj pojasnijo 25,9 % variance (prilagojen R2, preglednica 
4 in 5, model 1). Pri izključitvi neodvisne spremenljivke vsebnosti fenolnih spojin (FS) 
je bil najustreznejši model z upoštevanjem odvisnosti plasti satnih celic v interakciji s 
tipom  satnih  celic  (glede  na  staranje)  in  glede  na  delež  pravega  kostanja  (Csct) 
(prilagojen  R2 =  26,3  %,  preglednica  4  in  5,  model  2).  Tip  satne  celice  ni  imel 
pomembnega vpliva na spremenljivost inhibicijskih con. Zgornja plast je vsebovala 3,3 
mm  širšo  inhibicijsko  cono  kot  srednja  plast  in  4,3  mm  širšo  od  spodnje  plasti 
(preglednica  2).  Pri  opažanju  najširših  inhibicijskih  con  lahko  izpostavimo  pokriti 
čebelji kruhek (opazovano kot mejni učinek). Ko smo v test vključili vrhnjo plast medu 
in izključili satne celice, ki so vsebovale samo čebelji kruhek (odprte celice čebeljega 
kruhka), se je kot najustreznejši model izkazal tisti, ki je vključeval fenolne spojine kot 
neodvisno spremenljivko, ki je v interakciji z vsemi testiranimi dejavniki (preglednica 4 
in 5, model 3). Tudi v tem primeru je ustrezen model bil tisti, ki ni vključeval vsebnosti 
fenolnih spojin (FS).  Vendar  smo morali  v  model  vključiti  interakcijo  med deležem 
pravega kostanja (Csct) in plastjo (preglednica 4 in 5, model 4).
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Test Tukey HSD na osnovi modela 4 je pokazal, da je bila tudi v tem primeru v zgornji 
plasti čebeljega kruhka opaženo povečano inhibitorno delovanje v primerjavi s srednjo 
in spodnjo plastjo čebeljega kruhka (preglednica 2). To inhibitorno delovanje v zgornji 
plasti čebeljega kruhka je bilo tudi nekoliko manjše od delovanja v medu, skladiščenim 
nad čebeljim kruhkom. Med nad čebeljim kruhkom pri staranih satnih celicah je imel za 
3,6 mm širšo inhibicijsko cono, kot med iz mednih satnih celic. Tudi ko smo med nad 
čebeljim kruhkom vključili  v  primerjavo,  smo pri  pokritih  satnih celicah s čebeljim 
kruhkom  opazili  močnejšo  inhibicijo,  kot  pri  staranih  satnih  celicah  s  čebeljim 
kruhkom.
Analiza variance vsebnosti fenolnih spojin (FS) razkrije pomemben prispevek faktorjev 
deleža pravega kostanja (Csct), tipa satne celice vzorca v satju ("tip") in plasti ("plast") 
satne celice (preglednica 4 in 5, model 1). Na osnovi tega modela je vsebnost fenolnih 
spojin najnižja v zgornji plasti čebeljega kruhka in bistveno drugačna kot v srednji in 
spodnji  plasti  čebeljega kruhka (preglednica 3). Najvišja vrednost je v spodnji plasti 
čebeljega kruhka, kar je obratno sorazmerno širinam inhibicijskih con. Opazili smo tudi, 
da se na splošno nižje vrednosti pojavljajo v odprtih celicah čebeljega kruhka, za razliko 
od pokritih in staranih satnih celic s čebeljim kruhkom. Satje z več mešanega cvetnega 
prahu ("mešani" tip) je imelo tudi višje vsebnosti fenolnih spojin (povprečna razlika 
0,133 mg/g, p = 0,001). Enak tip modela s parnimi interakcijami smo uporabili tudi za 
vzorce z medom, skladiščenim na vrhu satnih celic s čebeljim kruhkom (tu v analizi ni 
bilo prisotnih odprtih celic). V tem primeru vsebnost fenolnih spojin postopoma upada 
od  spodnje  plasti  s  čebeljim  kruhkom  do  zgornje  plasti  medu,  skladiščenega  nad 
čebeljim  kruhkom,  z  vsemi  pomembnimi  razlikami  med  plastmi  satne  celice 
(preglednica  3).  Tudi  v  tem  primeru  se  pokrite  in  starane  satne  celice  s  čebeljim 
kruhkom niso bistveno razlikovale,  vendar  izpostavljamo še enkrat,  da so vsebnosti 
fenolnih  spojin  "mešanega"  tipa  satja  bile  povišane  (povprečna  razlika  0,168 mg/g, 
p<0,001).  Kontrolni  vzorci  medu  so  imeli  veliko  nižje  vsebnosti  fenolnih  spojin 
(povprečna razlika 0,072 mg/g,  p = 0,001). Največjo variabilnost vsebnosti  fenolnih 
spojin smo opazili, ko smo vključili celice z čebeljim kruhkom skupaj z zgornjo plastjo 
medu, skladiščenega nad njim (model 6). V isti skupini satnih celic smo inhibicijsko 
cono bolje pojasnili, ko smo vključili kovarianco vsebnosti fenolnih spojin (preglednica 
4 in 5, model 3 proti modelu 4). Pri fenolnih spojinah smo z linearnimi modeli izvedli 
parne interakcije za model "čebelji kruhek" (preglednica 4 in 5, model 5), kot tudi za 
model "čebelji kruhek z medom" (preglednica 4 in 5, model 6). Preprostejši modeli se 
niso izkazali kot dovolj zanesljivi, ker so razložili le manjši delež variance.
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Preglednica  4:  Splošni linearni  modeli  za testiranje odvisnosti  inhibicijskih con in vsebnosti  fenolnih 
spojin. Modeli so izdelani glede na vsebnost cvetnega prahu pravega kostanja Castanea sativa (Csct), tip 
celic s čebeljim kruhkom (tip) in različnih plasti znotraj satnih celic (plast). Navedeni so izrazi najboljših 
modelov. Skupine so bile narejene na podlagi modelov "čebelji kruhek"1 in "čebelji kruhek z medom"2. 
Rezultati testiranj so predstavljeni v preglednici 5
Table  4:  General  linear  models  for  testing  dependencies  of  the  inhibition  zones  and  the  content  of  
phenolic compounds. The models are made according to the content of the pollen of the Sweet chestnut 
Castanea sativa (Csct), the type of cells with bee bread (type) and various layers within the honeycomb 
cells (layer). The terms of the best models are given. The groups were made on the basis of models "bee  
bread"1 and "bee bread with honey"2. Test results are presented in table 5
Modeli z inhibicijskimi conami
Model "čebelji kruhek" 1
Model 1.   IC ~ FS * (Csct + tip + plast)
Model 2.   IC ~ tip * (Csct + plast)
Model "čebelji kruhek z medom" 2
Model 3.   IC ~ FS * (Csct + tip + plast)
Model 4.   IC ~ tip + Csct *plast
Modeli s fenolnimi spojinami
Model "čebelji kruhek" 1
Model 5.   FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip *plast
Model "čebelji kruhek z medom" 2
Model 6.   FS ~ Csct * tip + Csct *plast + tip * plast
1 Satne celice s čebeljim kruhkom (tip odkrite, pokrite, starane) smo brez prisotnosti medu testirali na vse 
  plasti. Pri tem smo uporabili model "čebelji kruhek" (slika 10)
2 Satne celice s čebeljim kruhkom in medom, skladiščenim nad njim (tip pokrite in starane satne celice), 
  smo testirali na vse plasti, vključno s plastjo medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom. Pri tem smo 
  uporabili model "čebelji kruhek z medom" (slika 10) 
Preglednica 5: Prikaz rezultatov testiranj statističnih modelov iz preglednice 4
Table 5: Display of the results of statistical models from table 4 
Model Multipli R2 Prilagojen R2 F DF p
1. 0,282 0,259 12,42 11 in 348 < 0,001
2. 0,286 0,263 12,67 11 in 348 < 0,001
3. 0,499 0,481 27,48 11 in 308 < 0,001
4. 0,39 0,374 24,86 8 in 311 < 0,001
5. 0,528 0,51 29,74 13 in 346 < 0,001
6. 0,728 0,717 86,47 12 in 307 < 0,001
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R2  – pojasnjena variabilnost; prilagojen R2  in multipli R2 – delež pojasnjene variance;  Pr (> F) oz. p  – 
meja zaupanja med modeloma (vrednost 1 pomeni, da sta modela identična; dovolj različna pri vrednostih 
 0,05); F ˂ – testiranje razlik med variancami (ANOVA); DF – prostostne stopnje 
4.3 RAZISKAVE DODATNIH SPREMENLJIVK V IZBRANIH SATNIH CELICAH
Pri raziskavah dodatnih spremenljivk smo uporabili vzorce iz satnih celic, pri katerih 
smo v zgornji plasti čebeljega kruhka opazili najširše inhibicijske cone. Pri slednjih smo 
iz  posameznih  plasti  in  tipov  satnih  celic  znotraj  določenega  izbora  podatkov  pri 
posameznem "otoku"  odbrali  le  vzorce  z  najširšimi  inhibicijskimi  conami  v  zgornji 
plasti satne celice. Poleg 5 satov, kjer je prevladoval cvetni prah pravega kostanja, smo 
pri analizah dodatnih spremenljivk vključili še šesti sat (glej poglavje 3.2.3). Izmerjene 
vrednosti  inhibicijskih  con  in  fenolnih  spojin  so  bile  v  vseh  plasteh  primerljive  z 
meritvami ostalih petih satov, le da smo v preglednici dodali še šest vrednosti iz šestega 
sata  (priloga  C5).  Z  vključitvijo  dodatnih  spremenljivk smo s  spremljanjem mlečne 
kisline pojasnili morebiten prispevek s strani mikroorganizmov. Prispevek čebel, pa smo 
pojasnjevali s spremljanjem glukonske kisline, glukoze in fruktoze.
4.3.1 Inhibicijske cone glede na plast in tipe satnih celic
V  izbranem  naboru  celic  z  najbolj  izraženo  inhibicijo  v  zgornji  plasti  znotraj 
analiziranih  "otokov" nismo mogli  z  enako zanesljivostjo  določiti  morebitnih razlik. 
Zaradi  prenizkega  števila  podatkov  smo  HSD  (Tukey  HSD  primerjava)  izdelali  na 
osnovi modelov, v katere smo vključili celotno število podatkov glede na "plast" in "tip" 
satnih celic. Skupine so bile narejene na podlagi modelov "čebelji kruhek" in "čebelji 
kruhek z  medom".  Samo za  primerjavo smo tudi  tu  vključili  medne satne  celice iz 
staranega tipa satja z medom, skladiščenim nad čebeljim kruhkom, po modelu "medeni 
vzorci" (slika 10). 
Slika 17: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti inhibicijskih con (mm) glede na 
"tip" in "plast". Le pri pokritih satnih celicah je opazno dosledno višanje inhibicijske cone v zgornji plasti. 
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Rdeči krogi prikazujejo povezave posameznih vrednosti med plastmi satnih celic s čebeljim kruhkom. 
Modri  krogi  prikazujejo  posamezne  vrednosti  v  mednih  satnih  celicah,  medtem  ko  modri  križci 
označujejo  povprečne  vrednosti  inhibicijskih  con  znotraj  posameznih  plasti.  CPzg  –  zgornja  plast 
cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – 
spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim prahom; m – med iz medne 
satne celice
Figure  17: Graphical representation of individual values, and average values of inhibition zones (mm) 
depending on the cell type and layer. Only in covered honeycomb cells show the consistent increase in the 
inhibition zone in the upper layer. Red circles show the links of individual values between layers of  
honeycomb cells with bee bread. The blue circles display individual values in the honeycomb cells, while 
the blue crosses indicate the average values of the inhibition zones within the individual layers. bul – bee 
bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread  
from  bottom  layer  of  comb  cell;  hab  –  honey  stored  above  bee  bread;  h  –  honey  extracted  from 
honeycomb cells
Pri  testiranju  skupnih  vrednosti  za  protibakterijsko  delovanje  smo  ugotovili,  da 
povprečja  od  spodnjih  plasti  čebeljega  kruhka  proti  zgornjim plastem naraščajo.  Ta 
trend je opazen pri vseh podatkih, tako za odkrite, kot tudi za pokrite in starane satne 
celice.  Povprečje  vrednosti  za  med  nad  čebeljim  kruhkom  je  nižje  od  povprečja 
najvišjih vrednosti v zgornji plasti čebeljega kruhka. Enako velja tudi samo za med iz 
mednih satnih celic (slika 17). Najvišja povprečna vrednost inhibicijskih con je bila pri 
zgornji  plasti  čebeljega  kruhka  v  staranih  satnih  celicah  (18,88  mm).  Odstopanje 
navzgor  je  prisotno  pri  odkritih  satnih  celicah,  kjer  opazimo,  da  eden  izmed  šestih 
vzorcev, vključenih v analizo, izstopa, vendar ne gre za vzorec iz satnice številka 6. Pri 
spodnji plasti čebeljega kruhka je najvišja vrednost inhibicijske cone 13 mm, razpon 
vrednosti pa od 6 do 13 mm (srednja vrednost = 7,5 mm). V srednji plasti je najvišja 
vrednost 25 mm, razpon vrednosti pa od 6 do 25 mm (srednja vrednost = 9,5 mm), v 
zgornji  plasti  pa podatek 22 mm v razponu 6-22 mm (srednja  vrednost  =  12 mm). 
Največji razpon podatkov je prisoten v plasti medu nad čebeljim kruhkom pri pokritih 
satnih celicah od 6 do 30,62 mm (srednja vrednost = 16,14 mm) ter v zgornji plasti  
čebeljega kruhka pri staranih satnih celicah od 7,77 do 27,75 mm (srednja vrednost = 
20,62 mm) (priloga B1).
Tukey HSD test smo najprej izvedli za modele s čebeljim kruhkom. Pri primerjavah 
modelov smo uporabili kompleksnejši model IC~tip+plast+tip*plast, pri katerem smo 
opazili značilen prispevek dejavnika "plast" (p  0,001). Pri natančnem pregledu Tukey˂  
HSD  glede  na  "plast"  smo  prišli  do  zaključka,  da  se  srednja  in  spodnja  plast  ne 
razlikujeta  (p = 0,257).  Med zgornjo in  spodnjo plastjo  ter  med zgornjo in  srednjo 
plastjo pa prihaja do značilnih razlik med plastmi (p 0,001) zaradi višjih vrednosti v˂  
zgornji plasti čebeljega kruhka (priloga D1). HSD test smo izvedli še za modele čebelji 
kruhek z medom, kjer smo pri primerjavah med modeli uporabili kompleksnejši model 
IC~tip+plast+tip*plast.  Opazili  smo  značilen  prispevek  "plasti"  (p   0,001).  Pri˂  
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natančnem pregledu Tukey HSD glede na "plast" smo prišli do zaključka, da se zgornja 
plast  značilno razlikuje od srednje in spodnje plasti p  0,001 (priloga D2). Analiza˂  
variance  pri  medu,  skladiščenim  nad  čebeljim  kruhkom,  ni  pokazala  statistične 
značilnosti, ravno tako je na meji značilnosti bila skupna analiza medu nad čebeljim 
kruhkom in medu iz mednih satnih celic.
4.3.2 Fenolne spojine glede na plast in tipe satnih celic
Pri primerjanju fenolnih spojin v satnih celicah smo z enakim naborom satnih celic, pri 
katerih je bila najbolj izražena inhibicija v zgornji plasti znotraj analiziranih "otokov", 
uporabili enake statistične modele, kot pri primerjavi inhibicijskih vrednosti. Vendar pa 
zaradi prenizkega števila podatkov nismo uspeli ugotoviti morebitnih razlik. Skupine so 
bile narejene na podlagi modelov "čebelji kruhek" in "čebelji kruhek z medom". Samo 
za primerjavo smo tudi tu vključili medne satne celice iz staranega tipa satja z medom, 
skladiščenim nad čebeljim kruhkom, po modelu "medeni vzorci" (slika 10). 
Slika 18: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti fenolnih spojin (mg/g) glede na 
"tip" in "plast". Najbolj dosledno višanje količine fenolnih spojin proti spodnji plasti je v staranih satnih  
celicah.  Rdeči  krogi  prikazujejo povezave posameznih vrednosti  med plastmi  satnih celic  s  čebeljim 
kruhkom. Modri krogi prikazujejo posamezne vrednosti v mednih satnih celicah, medtem ko modri križci 
označujejo povprečne vrednosti fenolnih spojin znotraj posameznih plasti. Za okrajšave, glej sliko 17
Figure  18: Graphical  representation of  individual  values,  and average values  of  phenolic  compounds 
(mg/g) depending on the cell type and layer. The most consistent increase in the number of phenolic 
compounds towards the bottom layer is in aged honeycomb cells. Red circles show the links of individual  
values  between layers of honeycomb cells with bee bread. The blue circles display individual values  in 
the honeycomb cells, while the blue crosses indicate the average values of phenolic compounds within the 
individual layers. For abbreviations, see figure 17
Pri  pregledu  dogajanja  med  plastmi  za  vsebnosti  fenolnih  spojin  smo ugotovili,  da 
povprečne vrednosti od spodnjih plasti čebeljega kruhka proti zgornjim plastem padajo. 
Trend je opazen za vse podatke, tako pri odkritih, kot tudi pri staranih satnih celicah. 
Trend  padanja  vsebnosti  fenolnih  spojin  proti  zgornjim  plastem velja  tudi  za  med, 
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skladiščen nad čebeljim kruhkom, in med iz mednih satnih celic (slika 18). Izjema se 
pojavlja pri pokritih satnih celicah, kjer je povprečje v srednji plasti čebeljega kruhka 
višje  (1,97  mg/g)  kot  pa  v  spodnji  plasti  čebeljega  kruhka  (1,69  mg/g).  Najvišje 
povprečje  fenolnih spojin smo zabeležili  pri  srednji  plasti  čebeljega kruhka pokritih 
satnih celic (1,97 mg/g). Kot pri opazovanju protibakterijskega delovanja tudi tu lahko 
opazimo, da pri odkritih satnih celicah eden izmed šestih vzorcev, vključenih v analizo, 
izstopa.  Vendar  v  tem primeru  ne  gre  za  enak  vzorec,  ampak  za  vzorec  iz  satnice 
številka 6. Pri spodnji plasti čebeljega kruhka je najvišja vrednost fenolnih spojin 2,37 
mg/g,  razpon vrednosti  pa od 0,40 do 2,37 mg/g  (srednja vrednost  =  1,1 mg/g).  V 
srednji plasti je najvišja vrednost 1,85 mg/g, razpon vrednosti pa od 0,33 do 1,85 mg/g 
(srednja vrednost = 0,75 mg/g), v zgornji plasti pa podatek 2,58 mg/g v razponu 0,46-
2,58 mg/g (srednja vrednost = 0,82 mg/g). Odstopanje srednje vrednosti pri pokritih 
satnih  celicah  v  srednji  plasti  (1,97  mg/g)  lahko  pojasnimo  z  odstopanjem  dveh 
vrednosti znotraj največjega razpona podatkov 0,94-4,49 mg/g (srednja vrednost = 1,20 
mg/g). In sicer sta to vrednosti 3 in 4,49 mg/g (priloga B2).
Pri  primerjavi  modelov  za  čebelji  kruhek  smo  uporabili  kompleksnejši  model 
FS~tip+plast+tip*plast, pri katerem pa vseeno ni bilo nobenih značilnosti, zato nismo 
mogli narediti primerjav s Tukey HSD testom. HSD test smo uspeli izvesti za modele 
čebelji kruhek z medom, kjer smo pri  primerjavah med modeli uporabili ravno tako 
kompleksnejši model FS~tip+plast+tip*plast. Glede na "plast" smo opazili značilen p ˂ 
0,001. Pri natančnem pregledu Tukey HSD glede na "plast" smo prišli do zaključkov, da 
je vsebnost fenolnih spojin v cvetnem prahu višja, kot v medu, zato so vse plasti  v 
primerjavi z medom prikazale značilno razliko. Najbolj različni v primerjavi z medom, 
skladiščenim nad čebeljim kruhkom (p  0,001), sta spodnja in srednja plast (priloga˂  
D3).  HSD  test  pri  medu,  skladiščenim nad  čebeljim  kruhkom,  je  pokazal  značilne 
razlike  glede  na  dejavnik  "tip".  Zorjen  med  je  v  primerjavi  s  svežim  medom, 
skladiščenim nad čebeljim kruhkom, pokazal višje vrednosti (p = 0,009, priloga D4). 
4.3.3 Mlečna kislina glede na plast in tipe satnih celic
Pri merjenju mlečne kisline v satnih celicah smo z enakim naborom satnih celic, pri 
katerih je bila najbolj izražena inhibicija v zgornji plasti znotraj analiziranih "otokov", 
ravno tako preko linearnih modelov analize variance preverjali modele, v katere so bili 
vključeni  vsi  podatki  glede na "plast"  in  "tip"  satnih celic.  Morebitnih razlik  nismo 
uspeli  potrditi.  Pri  testiranju skupnih vrednosti  za  mlečno kislino  smo ugotovili,  da 
povprečne vrednosti naraščajo od spodnjih plasti do zgornje, ki vsebuje največ mlečne 
kisline (0,37 mg/g ± 0,08 mg/g). Pri testiranju glede na tip satnih celic pa smo najvišje 
povprečje zabeležili pri staranih satnih celicah (0,31 mg/g ± 0,07 mg/g), medtem ko so 
pri  odkritih  in  sveže  pokritih  satnih  celicah  nižje  in  podobne.  Najvišja  vrednost 
posamezne plasti glede na tip satne celice pri čebeljem kruhku je bila pri zgornji plasti 
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staranih satnih celic (0,54 mg/g ± 0,20 mg/g), pri medu pa v plasti medu nad čebeljim 
kruhkom pri sveže pokritih satnih celicah (0,42 mg/g ± 0,25 mg/g) (preglednica 6).
Preglednica  6:  Povprečne vrednosti  mlečne kisline z  napako ocene na podlagi  uporabljenih modelov 
analize variance. Najvišja vrednost mlečne kisline je bila izmerjena v zgornji plasti čebeljega kruhka pri  
staranih  satnih  celicah.  Vrednosti  mlečne  kisline  so  bile  najnižje  v  mednih  satnih  celicah  ter  medu, 
skladiščenim nad  čebeljim kruhkom pri  staranih  satnih celicah.  Skupine  so  bile  narejene  na  podlagi 
modelov "čebelji kruhek" in "čebelji kruhek z medom". Samo za primerjavo smo vključili tudi medne 
satne celice iz staranega tipa satja z medom, skladiščenim nad čebeljim kruhkom, po modelu "medeni  
vzorci" (slika 10). CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast  
cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – 
med nad cvetnim prahom; m – med iz medne satne celice. *Med iz mednih satnih celic je statistično 
primerjan samo z medom, skladiščenim nad cvetnim prahom. **Število vzorcev za vsak tip satne celice.  
***Povprečne vrednosti za vse plasti cvetnega prahu (brez medu)
Table 6: Display of average values of lactic acid with error estimates based on the used models of analysis 
of  variance.  The highest  value of  lactic  acid was measured in  the upper layer  of  bee bread in aged 
honeycomb cells. Lactic acid content was the lowest in honeycomb cells, and in honey stored above bee 
bread in aged honeycomb cells. The groups were made on the basis of models "bee bread" and "bee bread 
with honey". For comparison sake, we also included honeycomb cells from an aged honeycomb with 
honey stored above bee bread according to the model "honey samples" (figure 10). bul – bee bread from 
upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread from bottom 
layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread; h – honey extracted from honeycomb cells.
*Honey from honeycomb cells is statistically compared only with honey stored above pollen. **Number 




ODKRITE POKRITE STARANE SKUPAJ***
MK (mg/g) MK (mg/g) MK (mg/g) MK (mg/g)
m* 12 / / 0,15 ± 0,020 /
mcp 6 / 0,42 ± 0,25 0,18 ± 0,047 0,30 ± 0,13
CPz
g
6 0,24 ± 0,055 0,35 ± 0,086 0,54 ± 0,20 0,37 ± 0,08 
CPsr 6 0,30 ± 0,13 0,23 ± 0,022 0,19 ± 0,037 0,24 ± 0,05
CPs
p
6 0,23 ± 0,052 0,20 ± 0,021 0,22 ± 0,010 0,22 ± 0,02
Med plastmi posameznih satnih celic smo preverili tudi najvišje vrednosti za mlečno 
kislino. Pri zgornjih plasteh čebeljega kruhka je bila najvišja vrednost za mlečno kislino 
zabeležena pri staranih satnih celicah (1,29 mg/g), v srednji plasti pri odkritih satnih 
celicah (0,95 mg/g) in v spodnji plasti ravno tako pri odkritih satnih celicah (0,46 mg/g). 
Pri  plasti  medu nad cvetnim prahom je bila najvišja vrednost za mlečno kislino pri 
pokritih satnih celicah (1,66 mg/g), pri mednih satnih celicah (N = 12) pa pri (0,29 
mg/g). Pri testiranju glede na tipe satnih celic smo najvišje vrednosti za mlečno kislino 
pri  odkritih  satnih  celicah  zasledili  v  srednji  plasti  (0,95  mg/g),  pri  pokritih  satnih 
celicah v plasti medu nad čebeljim kruhkom (1,66 mg/g), pri staranih satnih celicah pa v 
zgornji  plasti  (1,29 mg/g).  Najvišja vrednost za mlečno kislino glede na plast  in tip 
77
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
satnih  celic  (1,66  mg/g)  je  bila  znotraj  vseh  vrednosti  prisotna  v  plasti  medu  nad 
čebeljim kruhkom pri sveže pokritih satnih celicah. Najnižja vrednost za mlečno kislino 
(0,053 mg/g) je ravno tako bila prisotna v plasti medu nad čebeljim kruhkom pri sveže 
pokritih satnih celicah (priloga B3).   
Slika 19: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti za mlečno kislino (mg/g) glede 
na "tip" in "plast". Ni opaziti doslednega spreminjanja vrednosti med plastmi, a najvišje vrednosti mlečne 
kisline so bile praviloma vezane na zgornjo plast. Rdeči krogi prikazujejo povezave posameznih vrednosti 
med plastmi satnih celic s čebeljim kruhkom. Modri krogi prikazujejo posamezne vrednosti v mednih 
satnih  celicah,  medtem  ko  modri  križci  označujejo  povprečne  vrednosti  za  mlečno  kislino  znotraj 
posameznih plasti. Za okrajšave, glej sliko 17
Figure  19:  Graphical  representation  of  individual  values,  and  average  values  of  lactic  acid  (mg/g) 
depending on the cell type and layer. There is no consistent change of value through the layers, but the 
highest values  of lactic acid were, as a rule, linked to the upper layer. Red circles show the links of 
individual values between layers of honeycomb cells with bee bread. The blue circles display individual 
values in the honeycomb cells, while the blue crosses indicate the average values of lactic acid within the 
individual layers. For abbreviations, see figure 17
Pri  pregledu  dogajanja  med  plastmi  za  mlečno  kislino  s  pregledom  povprečij  ne 
moremo določiti  ustreznega trenda spreminjanja vrednosti  med plastmi.  Če izločimo 
izstopajoče vrednosti, opazimo, da med povprečnimi vrednostmi med plastmi ni očitnih 
razlik (slika 19).  Če ne izvzamemo izstopajoče vrednosti,  potem najvišjo povprečno 
vrednost opazimo pri zgornji plasti čebeljega kruhka staranih satnih celic (0,54 mg/g). 
Pri  odkritih  in  pokritih  satnih  celicah  opazimo  izstopanje  ene  vrednosti  od  6-ih, 
vključenih v analize. Pri odkritih satnih celicah pri omenjenem vzorcu izstopa vrednost 
za srednjo plast (0,95 mg/g) in zgornjo plast čebeljega kruhka (0,51 mg/g). Pri pokritih 
satnih celicah pa pri vzorcu odstopa vrednost za zgornjo plast čebeljega kruhka (0,65 
mg/g)  in  plast  medu,  skladiščenega  nad  čebeljim  kruhkom  (1,66  mg/g).  Največje 
razpone podatkov opazimo pri naslednjih skupinah podatkov; pri srednji plasti odkritih 
satnih celic od 0,08 do 0,95 mg/g (srednja vrednost = 0,17 mg/g); v plasti medu nad 
čebeljim kruhkom pri pokritih satnih celicah od 0,05 do 1,66 mg/g (srednja vrednost = 
0,22 mg/g) in tudi pri zgornji plasti staranih satnih celic od 0,11 do 1,29 mg/g (srednja 
vrednost = 0,30 mg/g). Odstopanje srednje vrednosti pri staranih satnih celicah v zgornji 
plasti (0,54 mg/g) lahko pojasnimo z odstopanjem dveh vrednosti 1,04 mg/g in 1,29 
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mg/g, znotraj razpona podatkov 0,11-1,29 mg/g (srednja vrednost = 0,30 mg/g) (priloga 
B3).
Slika 20: Medplastna odvisnost vsebnosti mlečne kisline v izbranih satnih celicah. Med plastmi ni zaznati 
zanesljivih odvisnosti koncentracije mlečne kisline z izjemo odvisnosti med zgornjo in srednjo plastjo 
čebeljega kruhka pri odkritih satnih celicah, kjer smo opazili tudi ekstremno vrednost. S premicami so 
prikazani statistično značilni regresijski modeli za posamezne podvzorce z ustrezno označeno barvo in 
izbrano debelino glede na mejo zaupanja (p). CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice;  
CPsr – srednja plast  cvetnega prahu iz  prereza satne celice;  CPsp – spodnja plast  cvetnega prahu iz 
prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim prahom 
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Figure 20: Interlayer dependence of lactic acid content in selected comb cells. No reliable dependence of 
the lactic acid concentration was observed among the layers, with the exception of the dependence of the 
upper and middle layer  of the bee bread on opened honeycomb cells, where extreme value was also 
observed.  The lines  show the  typical  statistic  regression  models  for  individual  sub-samples  with  an  
appropriately marked colour and the selected thickness with respect to the confidence level (p). bul – bee 
bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread  
from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
Z regresijskim modelom smo pri primerjavah med plastmi ugotovili,  da med plastjo 
medu nad čebeljim kruhkom in zgornjo plastjo čebeljega kruhka pri  odkritih,  sveže 
pokritih in staranih satnih celic ni očitnih odvisnosti mlečne kisline, kar lahko potrdimo 
tudi  za odvisnost  med srednjo in  spodnjo plastjo  čebeljega  kruhka.  Med zgornjo in 
srednjo plastjo  čebeljega kruhka pa je  bila  edina zaznana odvisnost  (p = 0,005)  pri 
odkritih satnih celicah.  Vendar je potrebno omeniti,  da je regresijski model značilen 
zlasti zaradi ene izstopajoče vrednosti (slika 20). Pri pokritih in staranih satnih celicah 
nismo opazili odvisnosti med plastmi. Ugotovljamo, da pri pregledu rezultatov mlečne 
kisline glede na opazovane dejavnike ni značilnih odvisnosti. Izstopajo le posamezne 
vrednosti v zgornjih plasteh ob prisotnosti medu nad skladiščenim cvetnim prahom.
4.3.4 Glukonska kislina glede na plast in tipe satnih celic
Pri merjenju glukonske kisline v satnih celicah smo z enakim naborom satnih celic, pri 
katerih je bila najbolj izražena inhibicija v zgornji plasti znotraj analiziranih "otokov", 
ravno tako preko linearnih modelov izbrali modele, v katere so bili vključeni vsi podatki 
glede na "plast" in "tip" satnih celic. Tudi tu morebitnih razlik nismo uspeli potrditi. Pri 
testiranju skupnih vrednosti za glukonsko kislino smo ugotovili, da povprečne vrednosti 
naraščajo od zgornjih plasti  proti  spodnjim, kjer je tudi najvišja vsebnost glukonske 
kisline (68,90 mg/g ± 6,20 mg/g). Pri testiranju glede na tip satnih celic smo ugotovili, 
da so najvišje povprečne  vrednosti prisotne pri staranih satnih celicah (64,91 mg/g ± 
4,96 mg/g), vendar so te vrednosti tudi pri pokritih satnih celicah zelo podobne (64,26 
mg/g ± 7,75 mg/g). Najvišja vrednost posamezne plasti glede na tip satne celice pri 
čebeljem kruhku je bila v spodnji plasti staranih satnih celic (80,43 mg/g ± 7,91 mg/g), 
pri medu pa v plasti medu nad čebeljim kruhkom pri staranih satnih celicah (19,24 mg/g 
± 5,41 mg/g) (preglednica 7).
Preglednica 7: Povprečne vrednosti glukonske kisline z napako ocene na podlagi uporabljenih modelov 
analize variance. Najvišja vrednost glukonske kisline je bila izmerjena v spodnji plasti čebeljega kruhka 
pri staranih satnih celicah. Vrednosti glukonske kisline so bile najnižje v mednih satnih celicah ter medu,  
skladiščenim nad  čebeljim kruhkom pri  staranih  satnih celicah.  Skupine  so  bile  narejene  na  podlagi 
modelov "čebelji kruhek" in "čebelji kruhek z medom". Samo za primerjavo smo vključili tudi medne 
satne celice iz staranega tipa satja z medom, skladiščenim nad čebeljim kruhkom, po modelu "medeni  
vzorci" (slika 10). Za okrajšave, glej preglednico 6
80
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
Table  7: Display of average values of gluconic acid with error estimates based on the used models of 
analysis of variance. The highest value of gluconic acid was measured in the bottom layer of bee bread in 
aged honeycomb cells. The values of gluconic acid were the lowest in honeycomb cells, and honey stored 
above bee bread in aged honeycomb cells. The groups were made on the basis of models "bee bread" and  
"bee  bread  with  honey".  For  comparison  sake,  we  also  included  honeycomb  cells  from  an  aged 
honeycomb with honey stored above bee bread according to the model "honey samples" (figure 10). For 




ODKRITE POKRITE STARANE SKUPAJ***
GK (mg/g) GK (mg/g) GK (mg/g) GK (mg/g)
m* 12 / / 8,10 ± 1,98 /
mcp 6 / 18,56 ± 6,51 19,24 ± 5,41 18,90 ± 4,04
CPz
g
6 47,23 ± 9,86 65,94 ± 16,33 48,63 ± 7,91 53,9 ± 6,79
CPsr 6 59,84 ± 11,07 60,61 ± 14,37 65,68 ± 4,91 62,04 ± 5,92
CPs
p
6 60,04 ± 12,27 66,22 ± 11,62 80,43 ± 7,91 68,90 ± 6,20
Najvišje vrednosti za glukonsko kislino v čebeljem kruhku so bile glede na proučevano 
plast v zgornji plasti pri pokritih satnih celicah (131,56 mg/g), ravno tako tudi v srednji 
plasti  (127,56  mg/g),  kot  tudi  v  spodnji  plasti  (115,49  mg/g).  Pri  plasti  medu  nad 
cvetnim prahom je bila najvišja vrednost za glukonsko kislino pri pokritih satnih celicah 
(46,82 mg/g), pri mednih satnih celicah (N = 12) pa pri 19,80 mg/g. Pri testiranju glede 
na tipe satnih celic smo najvišje vrednosti za glukonsko kislino zasledili pri odkritih 
satnih celicah v spodnji plasti (114,79 mg/g), pri pokritih satnih celicah v zgornji plasti 
(131,56 mg/g),  pri  staranih satnih celicah pa v spodnji  plasti  (99,65 mg/g).  Najvišja 
vrednost za glukonsko kislino glede na plast in tip satnih celic (131, 56 mg/g) je bila 
znotraj  vseh  vrednosti  prisotna  v  zgornji  plasti  pri  pokritih  satnih  celicah.  Najnižja 
vrednost za glukonsko kislino (3,60 mg/g) pa je bila prisotna v plasti medu nad čebeljim 
kruhkom,  pri  sveže  pokritih  satnih  celicah  (priloga  B4).  V  primeru  rezultatov  z 
vrednostjo 0 bi lahko šlo tudi za napako v meritvi,  zato v rezultatih navajamo prvo 
pozitivno  vrednost,  ki  sledi  vrednosti  0  (ena  meritev  v  medu  nad  cvetnim prahom 
staranega tipa satja).
81
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
Slika  21: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti  za glukonsko kislino (mg/g)  
glede na "tip" in "plast". Najbolj dosledno povečevanje vrednosti proti spodnji plasti je bilo pri staranih 
satnih  celicah.  Rdeči  krogi  prikazujejo  povezave  posameznih  vrednosti  med  plastmi  satnih  celic  s 
čebeljim kruhkom. Modri krogi prikazujejo posamezne vrednosti v mednih satnih celicah, medtem ko 
modri  križci  označujejo  povprečne  vrednosti  za  glukonsko  kislino  znotraj  posameznih  plasti.  Za 
okrajšave, glej sliko 17
Figure  21: Graphical  representation of individual values,  and average values of gluconic acid (mg/g) 
depending on the cell type and layer. The most consistent increase in value towards the bottom layer was 
in aged honeycomb cells. Red circles show the links of individual values between layers of honeycomb 
cells with bee bread. The blue circles display individual values  in the honeycomb cells, while the blue 
crosses indicate the average values  of gluconic acid within the individual layers. For abbreviations, see 
figure 17
Pri pregledu med plastmi za glukonsko kislino smo opazili večje razlike med plastmi 
kakor  tudi  med  tipi  celic.  Opažen  je  trend  padanja  povprečnih  vrednosti  glukonske 
kisline  od  spodnjih  plasti  čebeljega  kruhka  proti  zgornjim,  vključno  z  medom, 
skladiščenim nad čebeljim kruhkom, in medom iz mednih satnih celic. Trend je opazen 
za vse podatke pri  odkritih  kot tudi  pri  staranih satnih celicah (slika 21).  Izjema se 
pojavlja pri  pokritih  satnih celicah,  kjer  izstopa povprečje  v zgornji  plasti  čebeljega 
kruhka (65,94 mg/g). Najvišjo povprečno vrednost glukonske kisline smo zabeležili pri 
spodnji plasti čebeljega kruhka staranih satnih celic (80,43 mg/g). Pri odkritih satnih 
celicah opazimo izstopanje ene vrednosti od 6-ih vzorcev, vključenih v analizo. Tu je 
bila v spodnji  plasti  čebeljega kruhka najvišja vrednost za glukonsko kislino 114,79 
mg/g, razpon vrednosti pa od 31,82 do 114,79 mg/g (srednja vrednost = 52,96 mg/g). V 
srednji plasti čebeljega kruhka je najvišja vrednost 110,46 mg/g, razpon vrednosti pa od 
38,03 do 110,46 mg/g (srednja vrednost = 50,85 mg/g). Tudi pri pokritih satnih celicah 
imamo vzorec, kjer izstopajo prav vse vrednosti skozi celoten celični profil. Tu je bila v 
spodnji  plasti  čebeljega kruhka najvišja  vrednost  za glukonsko kislino 115,49 mg/g, 
razpon vrednosti pa od 26,39 do 115,49 mg/g (srednja vrednost = 63,75 mg/g). V srednji 
plasti čebeljega kruhka je najvišja vrednost za glukonsko kislino 127,56 mg/g, razpon 
vrednosti od 30,55 do 127,56 mg/g (srednja vrednost = 53,08 mg/g), v zgornji plasti 
čebeljega kruhka pa je najvišja vrednost 131,56 mg/g, razpon vrednosti pa od 25,69 do 
131,56 mg/g (srednja vrednost = 60,10 mg/g). V plasti medu nad čebeljim kruhkom je 
najvišja vrednost za glukonsko kislino 46,82 mg/g, razpon vrednosti pa od 3,60 mg/g do 
46,82  mg/g  (srednja  vrednost  =  12,09  mg/g).  Odstopanje  povprečne  vrednosti  pri 
pokritih satnih celicah v zgornji plasti čebeljega kruhka (65,94 mg/g) lahko pojasnimo z 
odstopanjem dveh ekstremnih  vrednosti  89,99  mg/g  in  131,56 mg/g,  ki  se  nahajata 
znotraj  največjega  razpona  podatkov  25,69-131,56  mg/g  (srednja  vrednost  =  60,10 
mg/g) (priloga B4).
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Slika  22: Medplastna odvisnost  v čebeljem kruhku za vsebnost  glukonske kisline (a),  glukoze (b) in 
fruktoze (c) pri vzorcih v izbranih satnih celicah. Zanesljivo medplastno odvisnost smo opazili za vse  
snovi med zgornjo in srednjo plastjo pri pokritih satnih celicah, med srednjo in spodnjo plastjo pa le za 
glukozo v pokritih in staranih satnih celicah. S premicami so prikazani statistično značilni regresijski 
modeli za posamezne podvzorce z ustrezno označeno barvo in izbrano debelino glede na mejo zaupanja 
(p). CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz 
prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim 
prahom 
Figure 22: Interlayer dependence in bee bread for gluconic acid (a), glucose (b) and fructose content (c) in 
samples in selected honeycomb cells.  A reliable interlayer dependence was observed for all substances 
between the upper and middle layers of the covered honeycomb cells. Between the middle and bottom 
layers,  this was true only for  glucose in covered and aged cells. The lines show the typical  statistic 
regression  models  for  individual  sub-samples  with  an  appropriately marked  colour  and  the  selected 
thickness with respect to the confidence level (p). bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – 
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bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey  
stored above bee bread  
Pri glukonski kislini pri primerjavah med plastmi z regresijskim modelom med plastjo 
medu  nad  čebeljim  kruhkom  in  zgornjo  plastjo  čebeljega  kruhka  nismo  ugotovili 
značilnih odvisnosti. Med zgornjo in srednjo plastjo čebeljega kruhka je prisotna le ena 
odvisnost, in sicer pri sveže pokritih satnih celicah (p = 0,006). Odkrite in starane satne 
celice  ne  kažejo  značilnih  odvisnosti.  Tudi  pri  primerjavah  med srednjo  in  spodnjo 
plastjo pri nobenem izmed tipov satnih celic ni bilo značilnih odvisnosti (slika 22a). 
Pri  testiranju  linearnih  modelov  analize  variance  nismo  našli  nobenega  ustreznega 
modela, zato tudi nismo mogli izvesti Tukey HSD testov. Analizo variance smo izvedli 
še za modele čebelji kruhek z medom, kjer smo pri obeh modelih opazili značilnosti 
glede na "plast" (p  0,001). Pri natančnem pregledu Tukey HSD glede na "plast" smo˂  
prišli do zaključkov, da med plastmi s čebeljim kruhkom ni bilo opaziti značilnosti. Smo 
pa ugotovili  zanesljive razlike med plastjo medu nad čebeljim kruhkom ter  spodnjo 
plastjo  čebeljega  kruhka.  Ta  značilnost  se  zmanjšuje  proti  zgornji  plasti  čebeljega 
kruhka. To pomeni, da je v spodnji plasti čebeljega kruhka višja vsebnost glukonske 
kisline  (priloga  D5).  Pri  skupnih  analizah  medu  nad  čebeljim kruhkom in  medom, 
skladiščenim v mednih satnih celicah, smo s Tukey HSD testom prišli do ugotovitve, da 
je glede na "plast" višja vrednost glukonske kisline v medu, skladiščenim nad čebeljim 
kruhkom, kot pa pri mednih satnih celicah (priloga D6).
4.3.5 Glukoza glede na plast in tipe satnih celic
Pri merjenju glukoze v satnih celicah smo z enakim naborom satnih celic, pri katerih je 
bila najbolj izražena inhibicija v zgornji plasti znotraj analiziranih "otokov", ravno tako 
testirali modele, v katere so bili vključeni vsi podatki glede na "plast" in "tip" satnih 
celic. Vendar pa statistično značilnih modelov nismo uspeli potrditi. Opazili smo močan 
gradient prisotnosti glukoze, ki je obratno sorazmeren gradientu pri fenolnih spojinah. 
Enak trend je tudi pri glukonski kislini. Gadient glukoze tu narašča od spodnjih plasti 
odkritih satnih celic (110, 01 mg/g ± 10,09 mg/g) proti zgornjim plastem pri staranih 
satnih celicah (202,36 mg/g ± 22,26 mg/g). Glede na plast so tako najnižje povprečne 
vrednosti  prisotne  v  spodnjih  plasteh  čebeljega  kruhka (128,75 mg/g  ± 9,18  mg/g), 
najvišje pa v zgornjih plasteh (161,19 mg/g ± 15,10 mg/g) in medu, skladiščenem nad 
čebeljim kruhkom (305,5 mg/g ± 16,25 mg/g). Glede na tip satnih celic so povprečne 
vrednosti  glukoze  najvišje  pri  staranih  satnih  celicah  (181,89  mg/g  ±  11,96  mg/g). 
Najvišja vrednost posamezne plasti glede na tip satne celice pri čebeljem kruhku je bila 
pri  zgornji  plasti  staranih  satnih  celic  (202,36 mg/g  ±  22,26 mg/g),  pri  medu pa  v 
mednih staranih satnih celicah (386,89 mg/g ± 13,18 mg/g) (preglednica 8).
84
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
Preglednica  8: Povprečne vrednosti glukoze z napako ocene na podlagi uporabljenih modelov analize 
variance.  Najvišja vrednost glukoze je bila izmerjena v mednih satnih celicah ter medu, skladiščenim nad 
čebeljim kruhkom, pri staranih satnih celicah. Najnižje vrednosti glukoze pa so prisotne v spodnji plasti  
čebeljega  kruhka  pri  odkritih  satnih  celicah.  Skupine  so  bile  narejene  na  podlagi  modelov  "čebelji 
kruhek" in  "čebelji  kruhek z medom".  Samo za primerjavo smo vključili  tudi  medne satne celice iz  
staranega tipa satja z medom, skladiščenim nad čebeljim kruhkom po modelu "medeni vzorci" (slika 10). 
Za okrajšave, glej preglednico 6
Table 8: Display of average values of glucose with error estimates based on the used models of analysis  
of variance. The highest value of glucose was measured in honeycomb cells and honey stored above bee 
bread in aged honeycomb cells. The lowest values of glucose are present in the bottom layer of bee bread 
in opened honeycomb cells. The groups were made on the basis of models "bee bread" and "bee bread 
with honey". For comparison sake, we also included honeycomb cells from an aged honeycomb with 





ODKRITE POKRITE STARANE SKUPAJ***
Glu (mg/g) Glu (mg/g) Glu (mg/g) Glu (mg/g)
m* 12 / / 386,89 ± 13,18 /
mcp 6 / 277,13 ± 22,67 333,87 ± 18,04 305,5 ± 16,25
CPz
g
6 127,46 ± 19,43 153,76 ± 29,61 202,36 ± 22,26 161,19 ± 15,10
CPsr 6 127,32 ± 17,75 144,66 ± 18,60 194,52 ± 19,00 155,5 ± 12,16
CPs
p
6 110,01 ± 10,09 127,46 ± 18,42 148,79 ± 16,36 128,75 ± 9,18
Med plastmi posameznih satnih celic smo preverili tudi najvišje vrednosti za glukozo. 
Pri zgornjih plasteh čebeljega kruhka je bila najvišja vrednost za glukozo zabeležena pri 
staranih satnih celicah (274,76 mg/g),  v srednji  plasti  ravno tako pri  staranih satnih 
celicah  (262,65  mg/g),  kot  tudi  v  spodnji  plasti  pri  staranih  satnih  celicah  (194,30 
mg/g).  Pri  plasti  medu nad cvetnim prahom je bila najvišja vrednost za glukozo pri 
staranih satnih celicah (394,98 mg/g), pri mednih satnih celicah (N = 12) pa pri (463,45 
mg/g). Pri testiranju glede na tipe satnih celic pa so bile najvišje vrednosti za glukozo 
pri odkritih satnih celicah v zgornji plasti (215,55 mg/g), pri pokritih satnih celicah v 
plasti  medu  nad  čebeljim kruhkom (318,53  mg/g),  pri  staranih  satnih  celicah  pa  v 
mednih satnih celicah (463,45 mg/g). Najvišja vrednost za glukozo glede na "plast" in 
"tip"  satnih  celic  (463,45  mg/g)  je  bila  znotraj  vseh  vrednosti  prisotna  pri  mednih 
staranih satnih celicah. Najnižja vrednost za glukozo (49,38 mg/g) pa je bila prisotna v 
spodnji plasti pri pokritih satnih celicah (priloga B5).
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Slika 23: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti za glukozo (mg/g) glede na "tip" 
in "plast".  Najbolj  dosledno povečevanje vrednosti  glukoze proti  zgornji  plasti  je opaženo v staranih 
satnih  celicah.  Rdeči  krogi  prikazujejo  povezave  posameznih  vrednosti  med  plastmi  satnih  celic  s 
čebeljim kruhkom. Modri krogi prikazujejo posamezne vrednosti v mednih satnih celicah, medtem ko 
modri križci označujejo povprečne vrednosti za glukozo znotraj  posameznih plasti. Za okrajšave, glej 
sliko 17 
Figure 23: Graphical representation of individual values, and average values of glucose (mg/g) depending 
on the cell type and layer. The most consistent increase in glucose values towards the upper layer is  
observed in aged honeycomb cells. Red circles show the links of individual values  between layers of 
honeycomb cells with bee bread. The blue circles display individual values in the honeycomb cells, while 
the blue crosses indicate the average values of glucose within the individual layers. For abbreviations, see 
figure 17
Pri  primerjanju  vrednosti  med  plastmi  za  glukozo  smo  ugotovili  naraščajoč  trend 
povprečnih vrednosti od spodnjih plasti proti zgornjim plastem čebeljega kruhka. Ta 
trend je opazen pri vseh podatkih za pokrite satne celice, še bolj pa je očiten pri staranih 
satnih celicah (slika 23). Najvišja povprečna vrednost pri čebeljem kruhku se pojavi 
ravno  v  staranih  satnih  celicah,  in  sicer  v  zgornji  plasti  (202,36  mg/g).  Povprečne 
vrednosti pri medu, skladiščenem nad čebeljim kruhkom, so pri pokritih satnih celicah 
(277,13 mg/g) in pri staranih satnih celicah (333,87 mg/g). Najvišjo povprečno vrednost 
pa  smo  zabeležili  pri  medu,  skladiščenim  v  mednih  satnih  celicah  (386,89  mg/g). 
Očitnega izstopanja vrednosti pri posameznih vzorcih (N = 6) med plastmi ni opaziti. 
Tudi pri razponu podatkov ni izstopajočih podatkov, ki bi občutno vplivali na končni 
rezultat (priloga B5).
Z regresijskim modelom smo pri primerjavah med plastmi ugotovili,  da med plastjo 
medu nad čebeljim kruhkom in zgornjo plastjo čebeljega kruhka pri nobenem izmed 
tipov satnih celic ni prisotnih značilnih odvisnosti v vsebnosti glukoze. Med zgornjo in 
srednjo plastjo čebeljega kruhka je opažena odvisnost pri sveže pokritih satnih celicah 
(p  =  0,006).  Enaka  odvisnost  je  prisotna  med  srednjo  in  spodnjo  plastjo  čebeljega 
kruhka pri odkritih satnih celicah (p = 0,002) in tudi pri staranih satnih celicah (p = 
0,026). Pri sveže pokritih satnih celicah odvisnosti med srednjo in spodnjo plastjo ni 
zaslediti (slika 22b). 
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Analizo variance smo najprej izvedli za modele s čebeljim kruhkom. Pri primerjavah 
modelov smo uporabili preprostejši model Glu~tip+plast, ker modela med sabo nista 
bila različna. Pri natančnem pregledu Tukey HSD glede na "tip" smo pri staranih satnih 
celicah v primerjavi z odkritimi satnimi celicami odkrili  značilnost p  0,001. Ta je˂  
prisotna predvsem s strani prepojenosti čebeljega kruhka z medom v staranem vzorcu 
(priloga D7). Analizo variance smo izvedli še za modele čebelji kruhek z medom, kjer 
smo pri  primerjavah med modeli  tudi  tu  uporabili  preprostejši  model  Glu~tip+plast. 
Glede na "plast" smo opazili značilne razlike (p  0,001), ravno tako pri pregledu glede˂  
na "tip" (p = 0,003). Pri natančnem pregledu Tukey HSD glede na "plast" smo prišli do 
opaženih višjih vrednosti za med, skladiščen  nad čebeljim kruhkom, od preostalih plasti 
čebeljega kruhka. Največja razlika (p  0,001) je bila med spodnjo plastjo čebeljega˂  
kruhka ter plastjo medu, skladiščenega nad čebeljim kruhkom, kjer opažamo najmanjšo 
prepojenost  z  medom.  Enak  trend  v  primerjavi  z  medom nad čebeljim kruhkom je 
opazen skozi vse plasti čebeljega kruhka, vendar upada od spodnje proti zgornji plasti 
čebeljega kruhka, čeprav je pri vseh primerih razlika očitna (p  0,001). ˂ To pomeni, da 
je glukoze največ v medu, kar je pričakovan pojav. V spodnji plasti, kjer je bilo največ 
glukonske kisline, pa je bilo glukoze najmanj (priloga D8). V vzorčkih medu je bilo 
opaziti  višje  vrednosti  glukoze  v  mednih  satnih  celicah  v  primerjavi  z  medom nad 
čebeljim kruhkom (p  0,001, priloga D9). ˂ Vzroke za to najdemo v razmerju glukonska 
kislina/glukoza.
4.3.6 Fruktoza glede na plast in tipe satnih celic
Pri merjenju fruktoze v satnih celicah smo z enakim naborom satnih celic, pri katerih je 
bila najbolj izražena inhibicija v zgornji plasti znotraj analiziranih "otokov", ravno tako 
z analizo variance iskali modele, v katere so bili vključeni vsi podatki glede na "plast" 
in "tip" satnih celic. Morebitnih razlik pri testiranju nismo uspeli potrditi. Pri testiranju 
povprečnih vrednosti  za fruktozo v posameznih plasteh smo ugotovili,  da povprečne 
vrednosti naraščajo od spodnjih plasti proti zgornjim. Najvišja vrednost glede na plast je 
prisotna pri srednji plasti čebeljega kruhka (223,84 mg/g ± 17,79 mg/g) in v plasti medu 
nad čebeljim kruhkom (404,94 mg/g ± 21,69 mg/g).  Povprečna vrednost za zgornjo 
plast je nekoliko nižja od tiste za srednjo plast, vendar zelo podobna. Pri testiranju glede 
na tip smo ugotovili  najvišje povprečne vrednosti pri  staranih satnih celicah (275,86 
mg/g ± 17,10 mg/g). Najvišja vrednost posamezne plasti glede na tip satne celice pri 
čebeljem kruhku je bila pri zgornji plasti staranih satnih celic (296,17 mg/g ± 35,13 
mg/g),  pri  medu pa v plasti  medu nad čebeljim kruhkom pri  staranih satnih celicah 
visoka (449,37 mg/g ± 22,13 mg/g), še višja pa v mednih satnih celicah (477,97 mg/g ± 
19,08 mg/g) (preglednica 9).
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Preglednica  9: Povprečne vrednosti fruktoze z napako ocene na podlagi uporabljenih modelov analize 
variance. Najvišja vrednost fruktoze je bila izmerjena v mednih satnih celicah ter medu, skladiščenim nad 
čebeljim kruhkom pri staranih satnih celicah. Najnižje vrednosti fruktoze pa so prisotne v spodnji plasti 
čebeljega  kruhka  pri  odkritih  satnih  celicah.  Skupine  so  bile  narejene  na  podlagi  modelov  "čebelji 
kruhek" in  "čebelji  kruhek z medom".  Samo za primerjavo smo vključili  tudi  medne satne celice iz  
staranega tipa satja z medom, skladiščenim nad čebeljim kruhkom, po modelu "medeni vzorci" (slika 10).  
Za okrajšave, glej preglednico 6
Table 9: Display of average values of fructose with error estimates based on the used models of analysis  
of variance. The highest fructose value was measured in honeycomb cells, and honey stored above bee 
bread in aged honeycomb cells. The lowest values of fructose are present in the bottom layer of bee bread 
in opened honeycomb cells. The groups were made on the basis of models "bee bread" and "bee bread 
with honey". For comparison sake, we also included honeycomb cells from an aged honeycomb with 





ODKRITE POKRITE STARANE SKUPAJ***
Fru (mg/g) Fru (mg/g) Fru (mg/g) Fru (mg/g)
m* 12 / / 477,97 ± 19,08 /
mcp 6 / 360,52 ± 28,11 449,37 ± 22,13 404,94 ± 21,69
CPz
g
6 143,73 ± 31,36 228,39 ± 42,87 296,17 ± 35,13 222,76 ± 25,03
CPsr 6 173,19 ± 17,69 206,39 ± 25,01 291,94 ± 28,10 223,84 ± 17,79
CPs
p
6 152,58 ± 7,01 189,40 ± 25,53 239,47 ± 23,63 193,82 ± 14,07
Najvišje vrednosti  za fruktozo so bile glede na proučevano plast  čebeljega kruhka v 
zgornji  plasti  pri  staranih  satnih  celicah  (423,12  mg/g),  ravno  tako  v  srednji  plasti 
(392,10 mg/g),  kot tudi v spodnji plasti  (298,67 mg/g).  V plasti  medu nad čebeljim 
kruhkom je bila najvišja vrednost za fruktozo pri staranih satnih celicah (507,49 mg/g), 
pri mednih satnih celicah (N = 12) pa pri (595,42 mg/g). Pri testiranju glede na tipe 
satnih celic pa so bile najvišje vrednosti za fruktozo pri odkritih satnih celicah in sicer v 
zgornji plasti (257,96 mg/g),  pri pokritih satnih celicah  v plasti medu nad čebeljim 
kruhkom (410,29 mg/g), pri staranih satnih celicah pa pri mednih satnih celicah (595,42 
mg/g). Najvišja vrednost za fruktozo glede na plast in tip satnih celic (595,42 mg/g) je 
bila znotraj vseh vrednosti prisotna pri mednih staranih satnih celicah. Najnižja vrednost 
za fruktozo (25,34 mg/g) pa je bila prisotna v zgornji plasti pri odkritih satnih celicah 
(priloga B6).
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Slika 24: Grafični prikaz posameznih vrednosti ter povprečnih vrednosti za fruktozo (mg/g) glede na "tip" 
in "plast". Količina fruktoze med plastmi se je spreminjala podobno kot pri glukozi (slika 23). Rdeči 
krogi prikazujejo povezave posameznih vrednosti med plastmi satnih celic s čebeljim kruhkom. Modri 
krogi  prikazujejo  posamezne vrednosti  v  mednih satnih celicah,  medtem ko modri  križci  označujejo 
povprečne vrednosti za fruktozo znotraj posameznih plasti. Za okrajšave, glej sliko 17
Figure 24: Graphical representation of individual values, and average values of fructose (mg/g) depending 
on the cell type and layer. The amount of fructose between the layers changed similarly to glucose (figure 
23). Red circles show the links of individual values between layers of honeycomb cells with bee bread. 
The blue circles display individual values  in the honeycomb cells, while the blue crosses indicate the 
average values of fructose within the individual layers. For abbreviations, see figure 17
Pri primerjanju vrednosti med plastmi za fruktozo smo podobno kot pri glukozi tudi tu 
ugotovili  naraščanje  povprečnih  vrednosti  od  spodnjih  plasti  proti  zgornjim plastem 
čebeljega kruhka. Predvsem je to opazno pri vrednostih za pokrite satne celice, še bolj 
pa  pri  staranih  satnih  celicah  (slika  24).  Najvišja  povprečna  vrednost  pri  čebeljem 
kruhku se pojavi ravno v staranih satnih celicah,  in sicer v zgornjih plasteh (296,17 
mg/g).  Pri  medu,  skladiščenim nad čebeljim kruhkom pri  pokritih satnih celicah,  so 
povprečne  vrednosti  (360,52  mg/g),  pri  staranih  satnih  celicah  pa  (449,37  mg/g). 
Najvišjo povprečno vrednost pa smo zabeležili pri medu, skladiščenim v mednih satnih 
celicah (477,97 mg/g). Tudi pri spremljanju vrednosti za fruktozo očitnega izstopanja 
pri posameznih vzorcih (N = 6) med plastmi ne opazimo. Največji razpon podatkov je 
prisoten v zgornji plasti čebeljega kruhka pri odkritih satnih celicah, in sicer od 25,34 do 
257,96 mg/g (srednja vrednost = 150,89 mg/g) ter v zgornji plasti čebeljega kruhka pri 
pokritih  satnih  celicah  od  82,75 do 347,87 mg/g  (srednja  vrednost  =  238,83 mg/g) 
(priloga B6). Omenimo, da je trend naraščanja sladkorja fruktoze viden predvsem v 
zgornji in srednji plasti staranih satnih celic. 
Pri primerjavah med plastmi z regresijskim modelom med plastjo medu nad čebeljim 
kruhkom  in  zgornjo  plastjo  čebeljega  kruhka  pri  nobenem  tipu  satnih  celic  nismo 
ugotovili značilnih odvisnosti. Ravno tako ne pri primerjavi srednjih plasti s spodnjimi 
plastmi satnih celic. Edina potrjena odvisnost med plastmi v vsebnosti fruktoze je bila 
med zgornjo in srednjo plastjo pri sveže pokritih satnih celicah p = 0,004 (slika 22c). 
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Analizo variance smo najprej izvedli za modele s čebeljim kruhkom. Pri primerjavah 
modelov smo kljub  značilnosti  obeh modelov glede  na  "tip"  (p   0,001),  uporabili˂  
preprostejši  model Fru~tip+plast  (priloga D10).  Pri natančnem pregledu Tukey HSD 
glede na "tip" smo prišli do zaključka, da je prisotna razlika med odkritimi in staranimi 
satnimi celicami (p  0,001). Analizo variance smo izvedli še za modele čebelji kruhek z˂  
medom, kjer smo pri primerjavah med modeloma ugotovili, da modela nista različna 
med sabo. Pri analizah smo uporabili preprostejši model Fru~tip+plast. Največje razlike 
so bile glede na "plast" (p  0,001) ter tudi glede na "tip" (p  0,001). Pri natančnem˂ ˂  
pregledu Tukey HSD glede na "tip" smo prišli do zaključkov, da je vrednost v staranih 
satnih celicah višja, kot v pokritih satnih celicah p  0,001. Značilen model smo opazili˂  
pri medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom (p = 0,032), in sicer glede na "tip". Pri 
dodatnih analizah s Tukey HSD testom smo ugotovili,  da je v zorjenem medu večja 
vsebnost fruktoze, kot pa pri sveže pokritem medu (priloga D11). Pri skupnih analizah 
medu nad čebeljim kruhkom in medom, skladiščenim v mednih satnih celicah, pa so 
glede na "plast" bile značilnosti med modeli manjše (p = 0,019). Pri dodatnih analizah s 
Tukey HSD testom smo ugotovili, da so vsebnosti fruktoze v mednih satnih celicah bile 
višje, kot pa v medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom (priloga D12).
4.4 ODVISNOST INHIBICIJSKE CONE OD OSTALIH MERJENIH 
SPREMENLJIVK
Na  osnovi  rezultatov  začetne  raziskave,  kjer  smo  ugotavljali  odvisnost 
protibakterijskega delovanja od vsebnosti fenolnih spojin (odvisnost 1), smo na osnovi 
ožjega izbora vzorcev (N = 66) iz izbranih satnih celic testirali še dodatne odvisnosti 
protibakterijskega delovanja mlečne in glukonske kisline (priloga E1). Odvisnosti med 
spremenljivkami so bile testirane z določenimi izjemami (glej poglavje 3.2.3). Modeli 
odvisnosti, vključeni v osnovni raziskavi, in tudi preostale odvisnosti, narejene na ožjem 
izboru vzorcev, so zbrane v prilogah (priloga D1-D13).
4.4.1 Odvisnost inhibicijske cone od mlečne kisline
Pri ugotavljanju odvisnosti protibakterijskega delovanja od vsebnosti mlečne kisline pri 
vzorcih  v  izbranih  satnih  celicah  (odvisnost  2)  smo  z  analizo  regresijskih  krivulj 
splošnih linearnih modelov glede na vrsto vzorčenih satnih celic in celičnih plasti (slika 
10) ugotovili, da je v srednji plasti čebeljega kruhka pri odkritih satnih celicah prisotna 
pozitivna odvisnost inhibicijskih con od mlečne kisline (p  0,001). Zmerna odvisnost˂  
(p = 0,020) je bila prisotna v plasti medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom pri sveže 
pokritih satnih celicah, in tudi v zgornji plasti s čebeljim kruhkom pri odkritih satnih 
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celicah (p = 0,019). V spodnji plasti pa pri nobenem tipu satnih celic nismo opazili 
statistično značilnih vrednosti v uporabljenih regresijskih modelih (slika 25a). 
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Slika  25: Prikaz odvisnosti inhibicijskih con od mlečne (a) in glukonske kisline (b) pri izbranih satnih 
celicah. Zanesljivo odvisnost inhibicijske cone je bilo opaziti predvsem od mlečne kisline v srednji in 
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zgornji plasti čebeljega kruhka ter v medu nad čebeljim kruhkom. S premicami so prikazani statistično 
značilni regresijski modeli za posamezne podvzorce z ustrezno označeno barvo in izbrano debelino glede 
na mejo zaupanja (p). CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast  
cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – 
med nad cvetnim prahom 
Figure  25:  Dependence of  the  inhibition zones on lactic  (a)  and gluconic  acid (b)  in  selected  comb 
cells.Reliable dependence of the inhibition zone was mainly observed from lactic acid in the middle and  
upper layers of bee bread and in the honey above the bee bread. The lines show the typical statistic 
regression  models  for  individual  sub-samples  with  an  appropriately marked  colour  and  the  selected 
thickness with respect to the confidence level (p). bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – 
bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey  
stored above bee bread  
Naredili smo statistično ločene modele vseh tipov satnih celic za posamezne plasti (glej 
poglavje 3.2.2). Linearni model 7: IC ~ MK * (tip + plast) vključujoč mlečno kislino kot 
neodvisno spremenljivko,  pojasni  75,3 % variance (prilagojen R2,  priloga F1 in F2, 
model 7). Med njima je bila prisotna pozitivna odvisnost (p  0,001). Pri primerjavah˂  
omenjenega  modela  z  ostalimi  kompleksnejšimi  modeli,  ki  vključujejo  dodatne 
spremenljivke, ugotovimo, da je bil preprostejši model zadosten. Največjo variabilnost 
pri  modelih  "čebelji  kruhek"  pojasni  že  zgoraj  omenjeni  model,  še  bolje  pa  model 
interakcije sata s plastjo - model 9: IC ~ MK * tip * plast. Pri tem smo ugotovili, da je 
mlečna  kislina,  kadar  govorimo  o  interakciji  tip  *  plast  zanesljiv  dejavnik 
protibakterijskega delovanja z visokim deležem pojasnjene variance 77,1 % (prilagojen 
R2, priloga F1 in F2, model 9). Vendar statistično model ni pokazal zadostne razlike v 
primerjavi s preprostejšim modelom 8: IC ~ MK * (tip + plast) za "čebelji kruhek". Tudi 
pri  modelih  "čebelji  kruhek  z  medom"  se  model  26: IC  ~  MK  *  (tip  +  plast)  s 
pojasnjeno varianco 76,1 % (prilagojen R2,  priloga  F1 in  F2,  model  26)  izkaže  kot 
ustrezen  model.  Z  njim  pojasnimo,  da  mlečna  kislina  močno  prispeva  k 
protibakterijskem delovanju, medtem ko ostale spremenljivke niso značilne. Pri modelih 
"medeni vzorci" smo največjo pojasnjeno varianco zasledili pri modelu 52: IC ~ MK + 
plast,  in  sicer  69,3  % (prilagojen  R2,  priloga  F1  in  F2,  model  52).  Vse  te  zadnje 
primerjave kažejo tudi na to, da ima mlečna kislina ključno vlogo za opažene razlike pri 
inhibicijskih conah, ker nobena druga snov v samostojnem modelu ni niti primerljiva 
niti boljša od modelov z mlečno kislino. 
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4.4.2 Odvisnost inhibicijske cone od glukonske kisline
Modeli  z  glukonsko kislino  so ustrezni,  vendar  ne pojasnijo  toliko variabilnosti  kot 
modeli  z  mlečno  kislino  oziroma  kombinacija  obeh. Pri  ugotavljanju  odvisnosti 
protibakterijskega delovanja od vsebnosti glukonske kisline pri vzorcih v izbranih satnih 
celicah  (odvisnost  3)  smo z  analizo  regresijskih  krivulj  splošnih  linearnih  modelov 
glede  na  vrsto  vzorčenih  satnih  celic  in  celičnih  plasti  (slika  10)  ugotovili,  da  je  v 
srednji  plasti  čebeljega  kruhka  pri  odkritih  satnih  celicah  prisotna  odvisnost 
inhibicijskih con od glukonske kisline (p = 0,022). Odvisnosti pri ostalih plasteh nismo 
zasledili (slika 25b).
Pri statistično ločenih modelih vseh tipov celic za posamezne plasti (glej poglavje 3.2.2) 
smo ugotovili, da je tudi za primerjavo inhibicijskih con z glukonsko kislino uporaben 
podoben  model  kot  pri  mlečni  kislini.  Pri  modelih  "čebelji  kruhek"  se  je  kot 
najustreznejši pokazal model 8: IC ~ GK * (tip + plast), pri katerem smo ugotovili, da je 
model  zadovoljiv.  Vendar  pa  v  primerjavi  z  modelom  za  mlečno  kislino  ta  model 
pojasni le  50,8 % variance (prilagojen  R2,  priloga F1 in F2,  model  8).  Pri  modelih 
"čebelji kruhek z medom" smo s podobno razloženo varianco 50,2 % pojasnili model 
27: IC ~ GK * (tip + plast). Modeli "medeni vzorci" niso pokazali zanesljivosti.
4.5 OSTALE ODVISNSTI MED OPAZOVANIMI SPREMENLJIVKAMI
Podobno  kot  smo  pri  vzorcih  v  izbranih  satnih  celicah  izvedli  odvisnost 
protibakterijskega  delovanja  od  nekaterih  dodatnih  spremenljivk,  smo  ob  zaključku 
izvedli  še nekatera testiranja med samimi spremenljivkami,  in sicer so nas zanimale 
odvisnosti  spremenljivk  glukonske  kisline,  fruktoze  in  fenolnih  spojin  z  glukozo 
(priloga E1).
4.5.1 Odvisnost glukonske kisline od glukoze
Pri testiranju odvisnosti med glukonsko kislino in glukozo pri vzorcih v izbranih satnih 
celicah  (odvisnost  4)  z  analizo  regresijskih  krivulj  splošnih  linearnih  modelov  pri 
plasteh znotraj satnih celic nismo ugotovili značilnih odvisnosti (slika 26a).
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Slika  26: Prikaz odvisnosti med ostalimi opazovanimi spremenljivkami pri izbranih satnih celicah: (a) 
glukonska kislina/glukoza; (b) fruktoza/glukoza; (c) fenolne spojine/glukoza. Zanesljiva odvisnost v vseh 
plasteh  in  tipih  satnih  celic  je  vidna  pri  odvisnosti  fruktoze  od  glukoze.  Pri  ostalih  opazovanih 
spremenljivkah je opazna le negativna odvisnost skupnih fenolov od glukoze v srednji plasti pri odkritih 
satnih celicah. S premicami so prikazani statistično značilni regresijski modeli za posamezne podvzorce z 
ustrezno označeno barvo in izbrano debelino glede na mejo zaupanja (p). CPzg – zgornja plast cvetnega 
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prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja  
plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim prahom
Figure 26: Dependence of other observed variables in selected comb cells: (a) gluconic acid/glucose; (b)  
fructose/glucose; (c) phenolic compounds/glucose. Correlation in all layers and types of honeycomb cells 
is apparent in dependence of fructose on glucose. For the other observed variables, only the negative 
dependence of the total phenols on glucose was observed in the middle layer in the opened honeycomb 
cells.  The  lines  show  the  typical  statistic  regression  models  for  individual  sub-samples  with  an 
appropriately marked colour and the selected thickness with respect to the confidence level (p). bul – bee 
bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of comb cell; bbl – bee bread  
from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
4.5.2 Odvisnost fruktoze od glukoze
Pri ugotavljanju odvisnosti fruktoze od glukoze pri vzorcih v izbranih satnih celicah 
(odvisnost 5) smo z analizo regresijskih krivulj  splošnih linearnih modelov glede na 
vrsto vzorčenih satnih celic in celičnih plasti (slika 10) ugotovili večinoma zanesljivo 
povezavo med vrednostmi fruktoze in glukoze znotraj posameznih plasti. Odvisnosti ni 
bilo mogoče potrditi le v zgornji in spodnji plasti v odkritih satnih celicah (slika 26b). 
4.5.3 Odvisnost fenolnih spojin od glukoze
Pri  testiranju odvisnosti  med fenolnimi spojinami  in  glukozo pri  vzorcih v izbranih 
satnih celicah (odvisnost 6) pri nobeni izmed celičnih plasti nismo ugotovili značilnih 
pozitivnih odvisnosti. V srednji plasti čebeljega kruhka pa je pri odkritih satnih celicah 
bila prisotna celo negativna odvisnost p = 0,005 (slika 26c).  
4.6 TESTIRANJE RAZLIČNIH MODELOV IC Z DODATNIMI ODVISNIMI 
SPREMENLJIVKAMI V IZBRANIH SATNIH CELICAH
4.6.1 Predstavitve modelov
Pri  predstavitvi  statističnih  modelov  je  potrebno  poudariti,  da  smo  pri  njihovem 
testiranju uporabili primerjave preprostih, kot tudi kompleksnih modelov (priloga F1 in 
F2). Splošne linearne modele testiranja odvisnosti inhibicijskih con (IC) od preostalih 
spremenljivk smo izdelali glede na tipe satnih celic (odkrit, pokrit, staran sat) in različne 
plasti  znotraj  profila  satne  celice  (satne  celice  s  čebeljim  kruhkom,  satne  celice  s 
čebeljim  kruhkom  in  plastjo  medu  nad  čebeljim  kruhkom  in  medne  satne  celice). 
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Zanimala  nas  je  razlaga  inhibicijskih  con  in  s  tem  povezanega  protibakterijskega 
delovanja  v  odvisnosti  s  preostalimi  spremenljivkami,  med  njimi  fenolne  spojine, 
mlečna  kislina,  glukonska  kislina,  glukoza  in  fruktoza.  Odvisnost  inhibicijskih  con 
glede na preostale spremenljivke smo testirali za posamezno spremenljivko ali pa za 
kombinacijo  več  spremenljivk.  Del  teh  smo  uporabili  že  v  zgornjih  podpoglavjih. 
Posamezni modeli so podrobneje predstavljeni v preglednicah, kjer smo najprej navedli 
izraze različnih vgradnih modelov (priloga F1), nato pa prikazali še statistične vrednosti 
za  testirane modele (priloga F2).  V izbor  modelov smo vključili  le nekatere najbolj 
zanesljivo pojasnjene modele z najbolje pojasnjeno varianco (prilagojen R2), s katerimi 
smo lahko natančneje preverili povezave z ostalimi neodvisnimi spremenljivkami. 
Pri  izboru  statističnih  modelov  in  različnih  kombinacijah  njihovih  spremenljivk  s 
preostalima opazovanima faktorjema (tip + plast)  smo se v večini  primerov odločili 
izbrati preprostejšo obliko modela. Zapis osnovne oblike modela je bil IC ~ X * (tip + 
plast),  kjer  smo  pri  spremenljivki  X  lahko  uporabili  katerokoli  proučevano  snov 
(preglednica 10). Ugotovili smo, da izmed vseh vključenih spremenljivk v statistične 
modele največji delež variance pojasnimo s statističnim modelom, ki vključuje mlečno 
kislino IC ~ MK * (tip + plast). 
V kolikor smo modele, ki vključujejo le mlečno kislino kot neodvisno spremenljivko, 
dopolnili z dodatno neodvisno spremenljivko X' (ni mlečna kislina), potem taki modeli 
niso prispevali k izboljšanju pojasnjene variance. To lahko zapišemo: 
(A) IC ~ MK * X' * (tip + plast) ≈ IC ~ MK * (tip + plast) X' ← X ≠ MK
Na drugi strani pa je potrebno poudariti, da so vsi modeli, ki niso vključevali interakcije 
z  mlečno  kislino,  ampak  le  opazovano  neodvisno  spremenljivko,  bistveno  slabše 
pojasnili  varianco  inhibicijske  cone  (test  ANOVA med  modeli,  p<0,05).  To  lahko 
zapišemo: 
(B) IC ~ MK * X' * (tip + plast) >> IC ~ X' * (tip + plast) X' ← X ≠ MK
Najbolje pojasnjena varianca z vključenostjo mlečne kisline je opažena pri čebeljem 
kruhku z medom (model 26) in je podobna kot pri čebeljem kruhku (model 7), okoli 75 
%.  Dosti  slabše  ni  pojasnjen niti  model  41,  kjer  je  ravno tako prikazana  odvisnost 
inhibicijske cone od mlečne kisline, vendar pri mednih satnih celicah. 
Pri modelih, ki vključujejo fenolne spojine, smo najvišjo vrednost opazili pri čebeljem 
kruhku z medom, kjer model 33 pojasni 52 % variance, še boljšo pa pri mednih satnih 
celicah, kjer smo pojasnili 58 % variance. Nekoliko slabše pojasnjeno varianco (okoli 
50 %) pojasnimo tudi pri modelih s čebeljim kruhkom (model 8) in pri čebeljem kruhku 
z medom (modela 27 in 34),  pri  katerih smo kot  neodvisno spremenljivko vključili 
glukonsko kislino in glukozo (preglednica 10). 
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Preglednica  10:  Izbor  najpomembnejših  statističnih  modelov  inhibicijskih  con  z  ostalimi 
spremenljivkami. Testirali smo odvisnost inhibicijske cone (IC) od ostalih snovi (X) glede na vključenost 
v model vrste sata ("tip") in plasti v celici ("plast"). Največ variabilnosti inhibicijske cone so pojasnili  
modeli z vključitvijo mlečne kisline in fenolov
Table 10: A selection of typical statistic models of the inhibition zones with other variables. We tested the 
dependence of the inhibition zone (IC) on other substances (X) with respect to the inclusion in the model  
of the type of honeycomb (type) and layers in the cell (layer). The most variability of the inhibition zone 
was explained by models with the inclusion of lactic acid and phenols
X snov
IC ~ X * (tip + plast) IC ~ X (*tip)
Čebelji kruhek1 Čebelji kruhek z medom2 Medeni vzorci3
Model R2 Model R2 Model R2
MK (7) 0,753 (26) 0,761 (41) 0,680
FS (14) 0,357 (33) 0,516 (43) 0,578
GK (8) 0,508 (27) 0,502 (56) 0,188
Glu (15) 0,377 (34) 0,492 Ni značilnega modela /
Fru (16) 0,438 (35) 0,487 Ni značilnega modela /
1 Satne celice s čebeljim kruhkom (tip odkrite, pokrite, starane) smo brez prisotnosti medu testirali na vse 
  plasti. Pri tem smo uporabili model "čebelji kruhek" (slika 10)
2 Satne celice s čebeljim kruhkom in medom, skladiščenim nad njim (tip pokrite in starane satne celice), 
  smo testirali na vse plasti, vključno s plastjo medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom. Pri tem smo 
  uporabili model "čebelji kruhek z medom" (slika 10) 
3 Medne satne celice (tip starane satne celice) smo testirali z modelom primerjave medu "medeni vzorci" 
  (slika 10) 
V  nadaljevanju  smo  testirali  tudi  primerjave  med  statističnimi  modeli,  kjer  smo 
spremljali meje zaupanja med modeli Pr (> F). Izjemoma smo pri predstavitvi modelov 
vključili tudi neznačilne modele, ampak le v primeru, da so v kombinaciji z drugimi 
modeli doprinesli k bolje pojasnjeni variabilnosti. Vse podrobnosti in primerjave med 
modeli so predstavljene v naslednjem poglavju.
4.6.2 Opisi izbranih statističnih modelov merjenih spremenljivk za razlago 
dogajanja v satju s čebeljim kruhkom
4.6.2.1 Statistični modeli za čebelji kruhek brez medenih vzorčkov
Pri  razlagi  statističnih  modelov  s  čebeljim  kruhkom  (priloga  G1)  smo  na  osnovi 
protibakterijskega  delovanja  (širina  inhibicijske  cone)  in  vključevanjem  ostalih 
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neodvisnih  spremenljivk  v  različne  modele  želeli  ugotoviti  vpliv  slednjih  na  pojav 
protibakterijskega delovanja pri čebeljem kruhku. Različne modele smo preverili tudi v 
kombinaciji tip + plast in tip * plast ali pa samostojno glede na "tip" oz. "plast". Tako 
smo že na začetku testirali vse modele, tudi tiste, ki niso kazali značilnih povezav s 
spremenljivkami.
Najprej nas je pri preverjanju statističnih modelov zanimala razlika med premerom in 
kvadrirano vrednostjo premera za inhibicijsko cono. Za preverjanje teh modelov smo 
uporabili  primerjavo inhibicijske cone oz.  njene površine v odvisnosti  od mlečne in 
glukonske kisline. Pri preverjanju smo uporabili model 7: IC ~ MK * (tip + plast) , ter 
model s površino te IC2 ~ MK * (tip + plast), pri čemer smo ugotovili, da je pri razlagi 
modelov za mlečno kislino pojasnjena varianca (R2  =  0,784) za površino modela IC2 
nekoliko  boljša  kot  za  model  7  z  IC  (R2  =  0,753).  Nadaljevali  smo  z  vključitvijo 
glukonske kisline, kjer smo preverili model 8 z modelom s površino IC: IC2 ~ GK * (tip 
+  plast).  Ugotovili  smo,  da  je  pri  razlagi  modelov za  glukonsko kislino  pojasnjena 
varianca (R2  =  0,508) za površino modela IC2 pa tako ali  tako nižja,  in sicer (R2  = 
0,463). Tako smo prišli do zaključka, da v obeh primerih, sploh pri modelu za mlečno 
kislino,  pojasnjena  varianca  ni  vplivala  v  zadostni  meri,  zato  smo se odločili,  da  v 
nadaljevanju  za  primerjave  med  modeli  uporabimo  osnovnejši  model  in  izključimo 
modele z izračunavanjem površine.
V  nadaljevanju  smo  preverili  odvisnost  med  mlečno  in  glukonsko  kislino  ter  njun 
doprinos k protibakterijskemu delovanju čebeljega kruhka. Pri  preverjanju doprinosa 
mlečne kisline k protibakterijskemu delovanju smo uporabili model 7: IC ~ MK * (tip + 
plast) in ugotovili, da je mlečna kislina zanesljiv dejavnik z visokim deležem pojasnjene 
variance  75,3  %  (prilagojen  R2,  priloga  F1  in  F2,  model  7,  p   0,001).  Tudi  za˂  
glukonsko kislino smo uporabili podoben model, in sicer model 8: IC ~ GK * (tip + 
plast), pri katerem smo ugotovili, da je model zadovoljiv, vendar v primerjavi z mlečno 
kislino ta model pojasni le 50,8 % variance (prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 8). 
Za  primerjavo odvisnosti  doprinosa  mlečne  kisline  pri  protibakterijskemu delovanju 
čebeljega kruhka smo izvedli tudi model interakcije sata s plastjo model 9: IC ~ MK * 
tip * plast. Pri sledečem modelu smo ugotovili, da je mlečna kislina, kadar govorimo o 
interakciji tip * plast zanesljiv dejavnik protibakterijskega delovanja z visokim deležem 
pojasnjene  variance  77,1  % (prilagojen  R2,  priloga  F1  in  F2,  model  9).  Vendar  pa 
statistični model ni dal zadostne razlike, zato smo za nadaljnje izračunavanje modelov 
podali domnevo, da kompleksnejši model (model 9) ni boljši od preprostejšega (model 
7). Pri preverjanju najpomembnejših primerjav med modeli in dodatnemu proučevanju 
neodvisnih spremenljivk, se je kot najustreznejši pokazal model 7: IC ~ MK * (tip + 
plast). Glede na postavljeno mejo zaupanja pri Pr (> F)  = 0,05 je bil v kombinaciji s 
preostalimi neodvisnimi spremenljivkami izbran kot preprostejši model. Spremljali smo 
ga v povezavi z modelom 10 in ugotovili, da kombinacija mlečne kisline in glukonske 
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kisline ne prinese k boljši  razlagi  modelov, ker  sta  lahko to  dva popolnoma ločena 
sistema.  Model  7  smo nato primerjali  še  z  modeli  11,  12 in  13,  kjer  smo ugotovili 
podobne  povezave.  Pri  vzajemnem  učinku  mlečne  kisline  s  fenolnimi  spojinami, 
glukozo ali fruktozo dodatek posamezne spremenljivke ni izboljšal razlage modelov. 
Ker smo predhodno že omenili ločen prispevek k protibakterijskemu delovanju, smo v 
nadaljevanju  želeli  modele  11,  12,  in  13  primerjati  še  z  modeli  za  posamezne 
spremenljivke brez kombinacij z mlečno kislino. Model 11 smo primerjali z modelom 
14: IC ~ FS * (tip + plast), ki je s pojasnjeno varianco  R2  = 0,357 in p  0,001 sicer˂  
značilen model, vendar je s spremenljivkami težko prikazati,  kaj se dogaja glede na 
faktorje  "tip" in  "plast". Model smo izpostavili zaradi kasnejše povezave z mednimi 
satnimi celicami. Med modeloma je bila prisotna zelo nizka meja zaupanja Pr (> F) = ˂ 
0,001.  To pomeni,  da  je  za  razlago  primernejši  kompleksnejši  model  in  da  mlečna 
kislina bistveno prispeva k razlagi  inhibicije.  Razmerja  opažamo tudi  pri  primerjavi 
modelov 12 in 15, kjer smo testirali model glukoze, ter pri modelih 13 in 16, kjer smo 
testirali model fruktoze. Značilnost modelov 14, 15 in 16 je na osnovi dejstva, da je 
zgornja plast čebeljega kruhka še vedno pod močnim vplivom medu, skladiščenega nad 
čebeljim kruhkom. Vse te zadnje primerjave kažejo tudi na to, da ima mlečna kislina 
ključno vlogo za razlike pri inhibicijskih conah, ker nobena druga snov v samostojnem 
modelu ni niti primerljiva niti boljša od modelov z mlečno kislino. Te ugotovitve so 
posledica  primerjav  modelov  z  mlečno  kislino  kot  tudi  modelov  mlečne  kisline  v 
kombinaciji z drugimi snovmi. 
V nadaljevanju smo testirali tudi kombinacijo delovanja glukonske kisline in mlečne 
kisline  na  protibakterijsko  delovanje.  Zato  smo  izvedli  še  dodatne  primerjave  z  že 
zgoraj omenjenim modelom 8: IC ~ GK * (tip + plast), ki smo ga primerjali z modelom 
10: IC ~ MK * GK * (tip + plast). Med modeloma je bila nizka meja zaupanja Pr (> F) 
=   0,001, zato smo izbrali kompleksnejši model 10. Modeli z glukonsko kislino so˂  
ustrezni,  vendar  ne  pojasnijo  toliko  variabilnosti  v  protibakterijskem  delovanju  kot 
modeli z mlečno kislino oziroma kombinacija obeh.
Glede na doprinos plasti in tipov sata smo za glukonsko, kot tudi za mlečno kislino, 
testirali  določene  statistične  modele.  Zanimal  nas  je  model  20:  IC ~  GK + plast  z 
deležem pojasnjene variance 46,4 % (prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 20,  p ˂ 
0,001). Omenjeni model smo primerjali z modelom 8, kjer sta bila vključena faktorja 
"tip" in "plast" in dobili mejo zaupanja Pr (> F) = 0,137. Na vsebnost glukonske kisline 
je najbolj vplivala ravno plast. Enak trend smo opazili tudi pri modelih z mlečno kislino. 
Pri glukonski kislini smo testirali tudi model za "tip" (model 21), vendar nam ta model 
za razliko od modela tip + plast, kjer je bila značilna razlika med sati ne pa med plastmi, 
ni pokazal značilnosti. Podobne modele glede na odvisnost med plastjo in tipom sata 
smo  naredili  tudi  za  primerjave  z  mlečno  kislino  (model  7).  Prvo  primerjavo  smo 
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naredili z modelom 22: IC ~ MK + plast, kjer je bil delež pojasnjene variance 71,5 % 
(prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 22, p  0,001˂ ). Razlika v pojasnjeni varianci je 
bila na meji zaupanja  Pr (> F) = 0,056. Podobne lastnosti ima tudi model 24 (MK * 
plast). Pri razlagi modelov 23 (MK + tip) in 25 (MK * tip) zaradi p  0,05 teh modelov˂  
ne moremo uporabiti. Poleg tega pa tudi tip sata, katerega smo vključili v model, ne 
pojasni dovolj, zato smo za razlago uporabili preprostejši model 7. Kot zadnje smo pri 
čebeljem kruhku testirali modele vzajemne odvisnosti od glukonske kisline z modelom 
8: IC ~ GK * (tip + plast), fenolnih spojin (model 17), glukoze (model 18) in fruktoze 
(model  19).  Nobeden  od  kompleksnejših  modelov,  kljub  vključitvi  dodatne 
spremenljivke, ni bil boljši od preprostejšega modela. Ker med modeli ni bilo opaziti 
značilne razlike, smo za značilnega vzeli preprostejši model.   
4.6.2.2 Statistični modeli za primerjavo čebeljega kruhka s plastjo medu skladiščenega 
nad čebeljim kruhkom
Tudi pri statističnih modelih s kombinacijo čebeljega kruhka in medu, skladiščenega v 
plasti  nad  čebeljim  kruhkom  (priloga  G2),  smo  želeli  potrditi  vpliv  neodvisnih 
spremenljivk  na  pojav  protibakterijskega  delovanja.  Modele  smo  preverili  tudi  v 
kombinaciji s faktorji v modelih tip + plast in tip * plast. Pri tem testiranju je najprej 
potrebno izpostaviti model 26:  IC ~ MK * (tip + plast), ki se je izkazal kot ustrezen 
statistični model za pojasnitev inhibicijske cone. Delež pojasnjene variance je 76,1 % 
(prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 26, p  0,001). Pri primerjavi modela z modelom˂  
28: IC ~ MK * tip * plast smo na osnovi meje zaupanja Pr (> F) = 0,851 dorekli, da je  
preprostejši model (model 26) dovolj ustrezen za nadaljnje primerjave. 
Z  omenjenim  statističnim  modelom  (model  26)  smo  nato  testirali  primerjave  s 
spremenljivkami kot so glukonska kislina, fenolne spojine, glukoza in fruktoza, ki bi 
lahko  v  kombinaciji  z  mlečno  kislino  dodatno  prispevali  k  protibakterijskemu 
delovanju. Vendar pa smo na osnovi visokih vrednosti mej zaupanja Pr (> F) ugotovili, 
da  nobeden  od  modelov  30-32  ni  statistično  boljši  in  ne  prispeva  k  boljši  razlagi 
variabilnosti protibakterijskega delovanja. Najustreznejši v smislu kombinacije mlečne 
kisline pri  izboljšanju razlage variabilnosti  protibakterijskega delovanja je bil  model 
kombinacije mlečne kisline z glukonsko kislino to je model 29: IC ~ MK * GK * (tip + 
plast). Pri primerjavi teh dveh modelov smo dobili mejo zaupanja Pr (> F) = 0,152, kar 
bi lahko bil indic, da je med mlečno in glukonsko kislino je neka povezava v zvezi s 
protibakterijskim delovanjem. 
V  nadaljevanju  smo  testirali  ustreznost  statističnih  modelov,  pri  katerih  smo  želeli 
ugotoviti  vpliv  na  protibakterijsko  delovanje  posamezne  neodvisne  spremenljivke  v 
primerjavi z modelom, kjer je bila poleg posamezne neodvisne spremenljivke v model 
vključena tudi mlečna kislina. Vsi modeli s posameznimi neodvisnimi spremenljivkami, 
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kot  so  fenolne  spojine,  glukoza  in  fruktoza,  so  pri  preverjanju  povezav  s 
protibakterijskim delovanjem imeli pojasnjeno varianco večjo od 48 % (R2 0,48), ˃ kar je 
še vedno manj, kot modeli z mlečno kislino. Pri primerjavah med modeli smo testirali 
model 30: IC ~ MK * FS * (tip + plast) z modelom 33: IC ~ FS * (tip + plast) in na  
osnovi meje zaupanja med modeloma Pr (> F) =  0,001 prišli  do zaključka,  da je˂  
kompleksnejši model tudi ustreznejši. Enako razmerje je opazno tudi pri primerjavah 
med modeloma 31 in 34, kjer je meja zaupanja med modeloma Pr (> F) =  0,001 ter˂  
med modeloma 32 in 35 Pr (> F) =  0,001.˂
Seveda pa smo pri modelih s kombinacijo čebeljega kruhka in medu, skladiščenega v 
plasti nad čebeljim kruhkom v povezavi s protibakterijskim delovanjem, testirali tudi 
vpliv neodvisnih spremenljivk z glukonsko kislino.  Najprej  smo testirali  samostojen 
model z glukonsko kislino,  model 27: IC ~ GK * (tip + plast),  ki se je izkazal kot 
značilen. Model ima delež pojasnjene variance 50,2 % (prilagojen R2, priloga F1 in F2, 
model 27, p  0,001). Pri primerjavi modela z modelom 29:  ˂ IC ~ MK * GK * (tip + 
plast) smo na osnovi meje zaupanja Pr (> F) =  0,001 ugotovili, da je kompleksnejši˂  
model ustreznejši, ker kombinacija spremenljivk mlečne in glukonske kisline skupno 
pojasnita  več  protibakterijskega  delovanja  kot  spremenljivka  glukonska  kislina 
posamezno. Vendar pa nas je v nadaljnji primerjavi med modeli zanimala le izključno 
primerjava  z  glukonsko kislino.  Pri  tem smo uporabili  model  27  kot  najustreznejši. 
Uporabili smo ga pri testiranju primerjav z modeli, kjer smo poleg glukonske kisline 
uporabili še dodatno neodvisno spremenljivko GK * FS (model 36), GK * Glu (model 
37) in GK * Fru (model 38). Vendar pa pri omenjenih primerjavah modelov razlike med 
modeli nismo uspeli dokazati, zato smo ugotovili, da glukonska kislina sama zadosti 
prispeva  pri  razlagi  protibakterijskega  delovanja,  v  kombinaciji  z  drugimi 
spremenljivkami pa ne.
4.6.2.3 Statistični modeli za medene vzorčke 
 
Ob  zaključku  smo  preverjali  tudi  vpliv  neodvisnih  spremenljivk  v  medu  na 
protibakterijsko  delovanje  medu.  Različne  statistične  modele  smo  testirali  ločeno, 
najprej za medene vzorčke nad čebeljim kruhkom ter nato še za vse vzorce medu, tako 
tiste nad čebeljim kruhkom, kot tudi tiste iz mednih satnih celic. V prvem primeru smo 
kot  dodaten faktor  uporabili  le  "tip",  v drugem primeru pa  "plast",  kar  je pomenilo 
primerjavo med mednimi satnimi celicami in celicami s cvetnim prahom. 
Pri  testiranju  statističnih  modelov  medu,  skladiščenim  nad  cvetnim  prahom,  smo 
protibakterijsko delovanje medu preverjali v odvisnosti od mlečne kisline glede na "tip". 
Kot osnovni model smo uporabili preprost model 41:  IC ~ MK. Pri modelu je delež 
pojasnjene variance 68 % (prilagojen  R2, priloga F1 in F2, model 41, p  0,001˂ ). Pri 
primerjavi omenjenega modela z modelom 39: MK * tip in modelom 40: MK + tip na 
osnovi  mej  zaupanja  med modeli  pridemo do zaključka,  da  je  mlečna  kislina  sama 
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dovolj dober pokazatelj protibakterijskega delovanja. Kar pomeni, da "tip" kot dodatna 
spremenljivka pri teh modelih ne doda k razlagi protibakterijskega delovanja. 
V nadaljevanju smo testirali  tudi  statistične modele,  pri  katerih smo želeli  ugotoviti 
vpliv fenolnih spojin v medu na protibakterijsko delovanje medu. Ker najpreprostejši 
model IC ~ FS ni pokazal statistično značilnih povezav z nobenim od modelov, smo kot 
najustreznejši model za nadaljnje primerjave med modeli uporabili model 43: IC ~ FS * 
tip, pri katerem je delež pojasnjene variance 57,8 % (prilagojen  R2, priloga F1 in F2, 
model 43, p = 0,019). Z modelom lahko pojasnimo, da staran sat sam kot spremenljivka 
ne  pojasni  zadostne  variabilnosti  IC.  Če  pa  staran  sat  kombiniramo  s  fenolnimi 
spojinami, kot smo to naredili v modelu 43, pa dobimo ustrezen model. Ta model smo 
primerjali s preprostejšim modelom 44: IC ~ FS + tip, pri čemer smo ugotovili, da je Pr  
(>  F)  =  0,044,  zato  smo  se  pri  razlagi  osredotočili  na  kompleksnejši  model  43  z 
interakcijo *, kar govori o tem, da v staranem in pokritem satu potekata dva različna 
procesa. Zato smo model 43 v nadaljevanju uporabili za primerjavo z modelom 46.: IC 
~  FS  *  tip  +  MK,  ki  je  tudi  značilen,  vendar  z  njim  ne  pojasnimo  bistveno  več 
variabilnosti IC. Model 43 smo primerjali še z modelom 47: IC ~ MK * FS * tip vendar  
tudi tu ne pojasnimo dovolj variabilnosti. Pokaže se, da nekaj prispevajo tudi fenolne 
spojine.  Ni pa jasno, ali je ta prispevek od izvlečka čebeljega kruhka ali je prisoten 
kakšen metabolit. Z gotovostjo lahko pojasnimo le, da več kot je fenolnih spojin, večje 
je  tudi  protibakterijsko  delovanje  medu  v  plasti  nad  čebeljim kruhkom pri  pokritih 
satnih celicah (slika 27). Tako je v obeh primerjavah razviden trend, da je v tem primeru 
preprostejši model 43 tudi najbolj ustrezen za razlago.
Slika  27:  Prikaz  odvisnosti  inhibicijskih  con od  fenolnih  spojin  v medu.  V medu,  skladiščenim nad 
cvetnim prahom (mcp), je odvisnost inhibicijskih con od fenolnih spojin prisotna le pri sveže pokritih 
satnih celicah. Te odvisnosti nismo zasledili v medu, skladiščenim nad cvetnim prahom pri staranih satnih 
celicah, niti v medu iz mednih satnih celic (m)
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Figure 27: Presentation of dependence of the inhibition zones on phenolic compounds in honey. In honey 
stored above bee bread (hab), the dependence of inhibition zones on phenolic compounds is present only 
in freshly capped honeycombs. This dependency was not present in the honey stored above bee bread in 
aged comb cells nor in honey extracted from honeycomb cells (h)
Pri testiranju glukonske kisline v povezavi z inhibicijsko cono glede na plast v plasti 
medu nad čebeljim kruhkom noben model ni pokazal zanesljivosti. Pri vplivu glukonske 
kisline na inhibicijsko cono smo testirali tudi vpliv glede na "tip", vendar tudi tu nismo 
našli zanesljivosti.  Rezultati kažejo, da glukonska kislina v medu po vsej verjetnosti 
nima povezave z velikostjo inhibicijskih con.
Pri postavitvi statističnih modelov za vse vzorce medu smo predhodno preverili, ali je 
med medom v mednih satnih celicah (zorjen med) in medom, skladiščenim v satnih 
celicah nad čebeljim kruhkom (med iz sveže pokritih in staranih satnih celic), prisotna 
razlika. Ugotovili smo, da med njimi ni očitnih razlik, zato smo med iz obeh skupin pri 
postavitvi  modelov  združili  v  enotno  kategorijo.  Pri  razlagi  modelov, v  katere  smo 
vključili plast medu nad čebeljim kruhkom ter med iz mednih celic, smo ugotavljali 
povezavo med inhibicijsko cono s prisotnostjo mlečne in glukonske kisline. Pri modelih 
za mlečno kislino smo testirali 3 modele. Model 51: IC ~ MK * plast je zadovoljiv, 
vendar plast pri pojasnitvi modela ni imela bistvenega prispevka. Model 52: IC ~ MK + 
plast  je statistično značilen model,  pri  katerem je delež pojasnjene variance 69,3 % 
(prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 52, p  0,001). Z modelom pojasnimo, da plast k˂  
inhibicijski coni vzorca medu ne prispeva. Dobili smo značilen model 53: IC ~ MK, pri 
katerem je delež pojasnjene variance 68,5 % (prilagojen R2, priloga F1 in F2, model 53, 
p  0,001). Pri primerjavi med modeli smo model 51 primerjali z modelom 52 in na˂  
osnovi  meje  zaupanja  med  modeloma  Pr  (>  F)  =  0,734  prišli  do  zaključka,  da  je 
zadovoljiv  preprostejši  model  52.  Ta  model  smo  primerjali  tudi  z  najosnovnejšim 
modelom za mlečno kislino, modelom 53: IHC ~ MK, pri katerem tudi nismo zasledili 
značilne razlike.
Tudi  pri  glukonski  kislini  smo  izvedli  testiranje  enakih  statističnih  modelov.  Prvi 
testiran model 54: IC ~ GK * plast ni pokazal značilnosti. Model 55: IC ~ GK + plast je 
model na meji, pri katerem je delež pojasnjene variance 17,4 % (prilagojen R2, priloga 
F1 in F2, model 55, p = 0,052). Model nakazuje, da je protibakterijsko delovanje tudi v 
medu povezano s količino glukonske kisline. Pri zadnjem značilnem modelu 56: IC ~ 
GK pa je  R2  = 0,188 in  p = 0,020. Ta model je nekoliko boljši.  Pri  primerjavi med 
modeloma 54 in 55 smo dobili mejo zaupanja Pr (> F) = 0,971, kar pomeni, da modela 
skoraj enako pojasnita variabilnost IC v medu. V nadaljevanju smo preprostejši model 
55 primerjali še z najosnovnejšim modelom 56 in dobili mejo zaupanja Pr (> F) = 0,439, 
zato smo tudi tu uporabili preprostejši model za nadaljnjo razlago. 
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Poleg že predstavljenih statističnih modelov in primerjav med njimi smo pri testiranju 
modelov preverjali tudi modele, ki niso bili statistično značilni in jih nismo uporabili pri 
primerjavah z ostalimi modeli. Vsi ti modeli prihajajo iz skupine "medeni vzorci". V 
njej so bili vključeni vzorci medu, skladiščenega nad čebeljim kruhkom pri pokritih in 
staranih  satnih  celicah,  kar  smo  v  statističnem  programu  R  sledili  pod  označbo 
subset=(plast=="mcp"). Tu lahko omenimo naslednje neznačilne modele: IC ~ GK * tip 
(model 42), IC ~ FS (model 45), IC ~ Glu * tip (model 48), IC ~ Glu + tip (model 49), 
ter IC ~ Glu za model 50 (priloga F1 in F2).
Poleg teh statističnih modelov smo iz iste skupine preverjali še modele, v katerih so bili 
vključeni le vzorci medu iz mednih satnih celic. Te smo v statističnem programu sledili 
pod označbo subset=(plast=="m"). Tu smo preverjali le en neznačilen model in sicer 
model 57: IC ~ FS (priloga F1 in F2). Neznačilnih modelov v primerjave med modeli 
nismo vključevali (priloga G3 in G4).
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5 RAZPRAVA
Lastnosti  čebeljega  kruhka  se  preko  profila  satnih  celic  vseskozi  spreminjajo  skozi 
proces skladiščenja. Skladiščenje je odvisno od več dejavnikov na primer od botanične 
sestave čebeljega kruhka, zastopanosti mikroorganizmov pri skladiščenju, ter doprinosa 
čebel. Poenostavljen prečni prerez satnih celic s čebeljim kruhkom na 3 sloje (glede na 
"plast"),  nam je  omogočil  vpogled  v  procese,  ki  se  odvijajo  v  satnih  celicah  med 
skladiščenjem cvetnega prahu ter predelavo slednjega v čebelji kruhek. V primeru da je 
nad čebeljim kruhkom bil skladiščen še med smo pri razdelitvi plasti znotraj satnih celic 
upoštevali še dodatno 4. plast satne celice, med nad cvetnim prahom. Takšna razdelitev 
je  še  omogočala  zadostne  količine  posameznega vzorca,  da  smo izvedli  zastavljene 
analize in s tem imeli tudi na nivoju posameznega vzorca možnost primerjave vrednosti 
različnih spremenljivk. 
5.1  IZBOR SPREMENLJIVK ZA RAZISKAVO BIOLOŠKE AKTIVNOSTI 
CVETNEGA PRAHU 
Pri načrtovanju raziskave smo uporabili izkušnje v raziskovanju podobnih vzorcev in 
vključevanju spremenljivk v laboratorijih Biotehniške fakultete. Z vzorčenjem smo se 
poskušali  čim  bolj  približati  postopnemu  skladiščenju  cvetnega  prahu  in  zorenju 
čebeljega  kruhka  v  satju.  Temu  smo  prilagodili  postopek  priprave  vzorcev  za 
posamezne analize, hkrati pa postavili tudi omejitve v številu različnih možnih analiz. V 
ospredje smo postavili  opazovanje  protibakterijskega  delovanja pri  posamezni  plasti 
znotraj posamezne vzorčene satne celice. Pripravljenega izvlečka izhodnega vzorca je 
bilo  dovolj,  da  smo v  njem lahko  še  preverili  količino  fenolnih  spojin  (Bertoncelj, 
2008),  nato  pa  pripravili  še  vzorec  za  kromatografsko  analizo  s  pomočjo 
elektrokemijskega  detektorja,  kjer  smo  merili  koncentracije  sladkorjev  glukoze  in 
fruktoze, ter tudi glukonske kisline  (Korošec in sod., 2009). Iz usedline smo preverili 
tudi  botanično  poreklo  s  pomočjo  pelodne  analize  (Von  Der  Ohe  in  sod.,  2004). 
Spremenljivke  so  bile  izbrane  tako,  da  smo  lahko  preverili  ključne  hipoteze  glede 
procesov  med  skladiščenjem  cvetnega  prahu.  Seveda  bi  bilo  določene  analize  iz 
obstoječih  vzorcev  mogoče  narediti  še  natančneje.  Tako  bi  bilo  mogoče  določati 
posamezne  fenolne  snovi  s  pomočjo  kromatografskih   tehnik,  kot  so  to  storili  v 
raziskavah medu Bertoncelj in sod. (2011b) in tudi še dodatne sladkorje in eventualno 
druge snovi, ki jih je mogoče določiti s pomočjo amperometrijskega detektorja (Korošec 
in  sod.,  2009).  Pričakovali  smo,  da  bi  bilo  mogoče  iz  usedlin  med  pelodnimi  zrni 
določiti še mikroorganizme, kar smo poskusili v sodelovanju s Sekirnik (2015). Vendar 
pa  kot  kaže  v  čebeljem  kruhku  ne  gre  za  bistveno  namnožitev  mikroorganizmov 
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(Anderson in sod., 2014). Predpostavljamo, da je bil  nabor opazovanih spremenljivk 
optimalen, kakor tudi način uporabe razpoložljivih tehnik za njihovo merjenje.
5.2 UPORABA STATISTIČNIH MODELOV ZA TESTIRANJE POSTAVLJENIH 
HIPOTEZ
 
V raziskavah čebeljih  pridelkov so sicer  pogosta  opazovanja številnih  spremenljivk. 
Nekatere so bile tudi iste, kot smo jih opazovali v naši raziskavi. V primeru raziskav 
medu posegajo po multivariantnih tehnikah z iskanjem skupnih komponent ali sorodnih 
tehnik  (Miorin in sod., 2003; Kropf in sod., 2010) ali pa se celo zadovoljijo zgolj za 
ločeno obravnavo posameznih spremenljivk  (Morais in sod.,  2011).  V naši raziskavi 
smo sam izbor spremenljivk podredili postavljenim hipotezam. Glede na naravo hipotez 
multivariantni testi niso bili primerni. Hipoteze smo preverjali s postavljanjem modelov 
odvisnosti  (različne  oblike  regresijskih  modelov),  v  povezavi  z  jasno  definiranimi 
faktorji, ki so nam pomagali pri razlagi procesov med skladiščenjem cvetnega prahu v 
satju. 
Tako  smo  najpogosteje  uporabili  splošni  linearni  model  s  programskim orodjem R 
(Blejec,  2010).  Pri  oblikovanju  modelov  smo  upoštevali  poznane  odvisnosti  med 
opazovanimi spremenljivkami, ki so že bile opisane v literaturi Alvarez-Suarez in sod. 
(2010).  Pri  tem  smo  upoštevali  tudi  naše  hipoteze  z  možnimi  odvisnostmi  med 
spremenljivkami.  Pri  iskanju najprimernejšega modela smo izhajali  iz  kompleksnega 
modela,  ki  je  značilno  pojasnil  velik  del  odvisne  spremenljivke.  Poskušali  smo  ga 
poenostaviti s preprostejšimi interakcijami in izključevanjem spremenljivk, ne da bi pri 
tem  razlika  v  pojasnjeni  variabilnosti  ugotovljena  s  testom  ANOVA,  bila  značilna 
(Blejec, 2010).
5.3 BOTANIČNO POREKLO
Botanično poreklo cvetnega prahu v mednih satnih celicah pri predhodnjih analizah smo 
spremljali z namenom boljše usmeritve kasnejšega glavnega dela raziskave.  Uporabili 
smo modificirano različico tehnike uporabljene v aplikativnih raziskavah medu (Božič 
in sod., 2006). Pri tem smo morali vzorce medu iz mednih satnih celic iz istega področja 
satja  združili  z  namenom,  da  bi  pridobili  zadostne  količine  vzorca.  Vendar  pa 
omenjenega postopka kljub uporabnosti,  zaradi prenizkih količin medu, nismo mogli 
uporabiti pri določanju botaničnega porekla posameznih vzorcev medu iz satnih celic 
pri glavni raziskavi. Tu smo namreč vzorce medu iz mednih satnih celic in vzorce medu 
skladiščenega nad cvetnim prahom analizirali ločeno brez združevanja vzorcev. 
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Glavni poskus smo izvedli v času cvetenja pravega kostanja (Castanea sativa). Pridobiti 
smo poskušali čim bolj enotno zastopanost cvetnega prahu v vzorcih, s katerim bi lažje 
preverjali  vlogo mikroorganizmov in čebel  pri  nastanku čebeljega kruhka.  Kemijska 
sestava čebeljega kruhka je namreč odvisna predvsem od rastlinske vrste (Feás in sod., 
2012). Dejavnik botanične raznovrstnosti smo pri raziskavi želeli izključiti že v sami 
zasnovi poskusov. Ker smo raziskavo izvedli v času cvetenja pravega kostanja, smo v 
vzorcih pričakovali pretežno zastopanost cvetnega prahu pravega kostanja.  Vendar pa 
smo pri pelodni analizi opazili dve različni skupini vzorcev glede na botanično poreklo 
cvetnega prahu znotraj satnih celic: prvo skupino s tremi sati z najvišjimi vsebnostmi 
cvetnega prahu pravega kostanja imenovanega "čisto" satje s srednjo vrednostjo 95,3 ± 
2,2 % (n = 72) in drugo skupino z dvema satoma z nižjo zastopanostjo cvetnega prahu 
pravega kostanja  imenovanega  "mešano"  satje  79,6  ±  2,7  % (n  =  48).  Predvsem v 
vzorcih z nižjo zastopanostjo cvetnega prahu C. sativa smo našli sledeče pogostejše tipe 
cvetnega prahu (> 10 %):  Tilia sp.,  Trifolium repens,  Plantago sp.,  Filipendula sp., 
Rubus sp., Poaceae, Asteraceae tipa J, Asteraceae tipa T in sadnega drevja (priloga H1). 
To  je  podobna  sestava  kot  pri  analizah  vzorcev  slovenskega  kostanjevega  medu 
(Kandolf, 2011).  
Večjo raznolikost cvetnega prahu smo zasledili v spodnjih plasteh čebeljega kruhka, ki 
so bile tudi  starejše.  To lahko pojasnimo s pomanjkanjem izdatnejšega cvetenja ene 
vrste, v našem primeru pravega kostanja.  
Kar pomeni, da so čebele v začetku kostanjeve paše nabirale več dodatnih različnih vrst 
cvetnega  prahu,  ter  ga  skladiščile  v  spodnje  plasti  satnih  celic.  S  povečano 
intenzivnostjo cvetenja pravega kostanja, pa se je nato povečalo skladiščenje cvetnega 
prahu pravega kostanja v zgornje plasti satnih celic (priloga H1). Za primerjavo smo 
prikazali še deleže tipov cvetnih prahov v satnih celicah, ki so v zgornji plasti imele 
najširše inhibicijske cone (priloga H2).
5.4 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE IN VSEBNOST FENOLNIH SPOJIN
Pri proučevanju protibakterijskega delovanja v profilu satnih celic smo opazili,  da je 
najvišja povprečna vrednost inhibicijskih con izmerjena v sveže pokritih satnih celicah 
v  zgornji  plasti  s  čebeljim  kruhkom  in  medu  skladiščenim  nad  čebeljim  kruhkom 
(preglednica  2).  To bi  sicer  lahko povezali  tudi  z  razlikami v botaničnem izvoru,  a 
modeli  z  vključenim  faktorjem  za  opis  zastopanosti  cvetnega  prahu  C.  sativa 
prikazujejo,  da faktor  ni  prispeval  k  boljši  pojasnitvi  variabilnosti  inhibicijske cone. 
Menimo,  da  so  k  temu  prispevali  drugi  dejavniki.  Med  skladiščen  nad  čebeljim 
kruhkom  je  bil  v  primerjavi  z  zgornjo  plastjo  čebeljega  kruhka  boljši  v 
protibakterijskem delovanju (v povprečju za 18 % širša inhibicijska cona).  Še večja 
razlika  v  protibakterijskem delovanju  pa  je  med  medom skladiščenim nad čebeljim 
kruhkom in medom iz sosednjih mednih satnih celic (26 % širša inhibicijska cona). 
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Najvišje  vrednosti  v  zgornjih  plasteh  in  odvisnosti  med  plastmi  prikazane  z 
regresijskimi modeli, nakazujejo kontinuirano izločanje protibakterijskih snovi s strani 
čebel. To je izrazitejše tik pred pokrivanjem založenih satnih celic s čebeljim kruhkom 
in medom.
To je  razvidno  tudi  iz  modelne  regresijske  premice  odvisnosti  inhibicijske  cone  v 
zgornji plasti od srednje plasti pri sveže pokritih satnih celicah z voščenim pokrovcem. 
Namreč zamik na y-osi nakazuje povprečno povečanje inhibicijske cone v zgornji plasti 
za  5 mm ne glede na vrednosti  v  srednji  plasti.  To nakazuje,  da so čebele dodatno 
prispevale  h  protibakterijskemu delovanju,  da  so  zagotovile  zaustavitev  mikrobnega 
delovanja v sveže zaprtih satnih celicah. To je tudi v skladu z raziskavo Andersona in 
sod. (2014),  kjer so ugotovili  postopno umirjanje mikrobnega delovanja in relativno 
skromno poseljenost z mikroorganizmi v prvih 3 dneh skladiščenja, nato pa samo še 
upadanje mikrobnega delovanja v nadaljnjih dneh. Glede na to, da je od opazovanja še 
odkritega satja s čebeljim kruhkom do njegovega pokrivanja z medom in zapiranja z 
voščenimi pokrovčki v našem primeru trajalo najmanj od 3 do 6 dni (glej poglavje 3.1), 
smo verjetno v času vzorčenja že ujeli trenutek zmanjšanja bakterijskega delovanja. Še 
pred tem smo v naših vzorčkih poskušali v okviru magisterske naloge (Sekirnik, 2015) 
ugotoviti  prisotnost  mikrooganizmov,  a  je  pri  raziskovanju  naletela  na  težave  pri 
izolaciji le-teh. To dodatno govori v prid zgornjim navedbam o zmanjšanem pomenu 
vloge mikroorganizmov pri zorenju čebeljega kruhka.
Posebej  je  potrebno  omeniti,  da  smo  zaradi  majhne  količine  izhodnega  vzorca 
protibakterijsko delovanje spremljali le na enem testnem mikroorganizmu. To je bila 
bakterija  Staphylococcus aureus,  za  katerega smo se odločili  na podlagi  predhodnih 
študij  narejenih  tudi  na  kostanjevem  medu  (Kunčič  in  sod.,  2012).  Rezultate 
protibakterijskega delovanja lahko povzamemo kot pokazatelj dogajanja med predelavo 
cvetnega prahu. Domnevali smo, da bi v primeru glavnega prispevka mikroorganizmov 
na  protibakterijsko  delovanje  pričakovali  morda  celo  večjo  učinkovitost  v  spodnjih 
plasteh čebeljega kruhka. Predvsem zaradi dolgotrajnejše predelave z mikroorganizmi 
oz. domnevnega "siliranja". 
Pri vsebnostih fenolnih spojin v profilu satnih celic smo najvišjo povprečno vrednost 
izmerili  pri  pokritih  in  staranih  satnih  celicah  v  spodnji  plasti  čebeljega  kruhka 
(preglednica 3). Ta pojav je obratno sorazmeren meritvam širine inhibicijskih con pri 
protibakterijskem delovanju. Vzroke za to bi lahko našli v prisotnosti prostih aromatskih 
aminokislin  v  spodnjih  plasteh  čebeljega  kruhka  zaradi  postopka  ekstrakcije  ali  pa 
biokemijskega razpada vsebine pelodnih zrnc med skladiščenjem. Ugotovljeno je bilo, 
da je vsebnost tirozina in fenilalanina v čebeljem kruhku višja, kot pa v cvetnem prahu 
(Human in Nicolson, 2006). Po vsej verjetnosti povišane vrednosti fenolnih spojin v 
spodnjih  plasteh  čebeljega  kruhka  niso  posledica  delovanja  mikroorganizmov  in 
prispevka  čebel.  Ugotovili  smo,  da  moramo  za  pojasnitev  variabilnosti  vsebnosti 
fenolnih spojin uporabiti vsaj parne interakcije opazovanih dejavnikov (preglednica 4 in 
5). To bi lahko pomenilo, da so razlike fenolnih spojin v plasteh satnih celic glede na 
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staranje drugačne v vzorcih s pretežnim deležem cvetnega prahu pravega kostanja, kot 
pri vzorcih z mešanim cvetnim prahom. Po drugi strani je lahko razlika v profilu satnih 
celic prisotna tudi zaradi staranja cvetnega prahu znotraj satnih celic (priloga D13). Na 
začetku poskusa nas je najprej zanimala povezava botanične sestave čebeljega kruhka in 
njen vpliv na vsebnosti fenolnih spojin. Vsaj v spodnjih plasteh (spodnja in srednja plast 
čebeljega  kruhka)  so  vsebnosti  fenolnih  spojin  višje  in  sorazmerne  s  povečano 
raznolikostjo  cvetnega  prahu.  Povezavo  med  botanično  pestrostjo  in  fenolnimi 
spojinami so v raziskavi prikazali tudi  Mărghitaş in sod. (2009). Pri primerjavah med 
plastmi  smo  z  regresijskimi  modeli  ugotovili  podobne  naklonske  koeficiente  med 
srednjo in spodnjo plastjo (od 0,4771 do 0,5426) ne glede na tip satne celice (slika 15b). 
Ti rezultati nakazujejo na procese, ki so verjetno bolj odvisni od staranja peloda in s tem 
povezanimi biokemijskimi procesi razgradnje, kot pa od prispevka čebel. Glede na že 
omenjeno vlogo mikroorganizmov, pa pri teh procesih verjetno ne igrajo ključne vloge. 
Žal na to temo nimamo primerljivih znanstvenih objav. 
Z medsebojno primerjavo protibakterijskega delovanja in vsebnosti fenolnih spojin v 
naši  raziskavi  ugotavljamo  pozitivno  odvisnost  (p<0,001)  pri  vzorcih  skladiščenega 
medu nad čebeljim kruhkom in v zgornji plasti čebeljega kruhka v sveže pokritih satnih 
celicah.  Domnevamo,  da  bi  morebiten  pomemben  prispevek  k  protibakterijskemu 
delovanju v tem kontekstu lahko bilo tudi vključevanje fenolnih spojin iz zgornje plasti 
čebeljega  kruhka  v  plast  medu  nad  čebeljim  kruhkom.  Stik  teh  dveh  plasti  in 
vključevanje snovi med njima je omenjeno na sliki 28. 
Na splošno smo ugotovili tudi zmanjšano protibakterijsko delovanje pri visoki vsebnosti 
fenolnih spojin v spodnji in srednji plasti čebeljega kruhka, kjer smo opazili negativni 
regresijski koeficient v spodnji plasti pri odprtih satnih celicah (slika 16). Trdimo lahko, 
da  v  čebeljem  kruhku  ne  moremo  povezovati  višjih  vsebnosti  fenolnih  spojin  s 
povečanim  protibakterijskim  delovanjem.  Prej  nasprotno  bi  lahko  to  povezali  kot 
posledico  staranja.  Na  drugi  strani  pa  smo  v  vzorcih  medu  ugotovili  pričakovano 
pozitivno odvisnost. Temni medovi imajo višje vsebnosti fenolnih spojin in močnejše 
protibakterijsko delovanje, kot je to pri svetlih medovih (Alvarez-Suarez in sod., 2010). 
Do podobnih zaključkov so prišli Silici in sod. (2010) pri raziskavi rododendronovega 
medu v Turčiji ter  Bertoncelj in sod. (2007) in Kunčič in sod. (2012) pri raziskavah 
slovenskega  medu.  Močna  pozitivna  korelacija  je  bila  opažena  tudi  pri  primerjavi 
protibakterijskega delovanja in vsebnosti fenolnih spojin pri raziskavah propolisa  (da 
Silva in sod., 2006). 
5.5 RAZISKAVE V SATNIH CELICAH Z NAJŠIRŠO INHIBICIJSKO CONO 
Zaradi omejitve v številu dodatnih analiz, predvsem pri testu za mlečno kislino, smo iz 
vsakega  preučevanega  sata  izbrali  satno  celico,  pri  kateri  jebila  zabeležena  najširša 
inhibicijska  cona  v  zgornji  plasti  čebeljega  kruhka.  Prispevek  čebel  smo  posredno 
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pojasnili  s  spremljanjem  prisotnosti  glukonske  kisline,  kot  produkta  delovanja 
izločenega encima glukoza oksidaza (Takenaka in sod., 1990b) in prisotnosti sladkorjev 
glukoze  in  fruktoze  iz  medu  (Korošec  in  sod.,  2009).  Prispevek  delovanja 
mikroorganizmov pa smo posredno ugotavljali z merjenjem mlečne kisline v vzorcih 
čebeljega kruhka in medenih vzorcih (Ruiz-Argüeso in Rodriguez-Navarro, 1975).
5.5.1 Proučevanje inhibicijskih con in fenolnih spojin
V izbranih satnih celicah zaradi  majhnega števila  podatkov (6 izbranih satnih celic) 
nismo  uspeli  pokazati  zanesljivih  odvisnosti,  kot  smo  to  naredili  pri  glavnem delu 
poskusa. Smo pa lahko prikazali naraščanje inhibicijskih con od spodnjih plasti proti 
zgornjim (slika 17),  kar je najbolj  očitno za pokrite satne celice.  Prikazali  smo tudi 
naraščanje vsebnosti fenolnih spojin od zgornjih plasti proti spodnjim (slika 18), kar je 
najbolj očitno pri staranih satnih celicah.
5.5.2 Proučevanje mlečne kisline
Med plastmi čebeljega kruhka nismo opazili značilnih razlik v koncentracijah mlečne 
kisline (preglednica 6, slika 19), čeprav bi lahko iz povprečij sklepali, da so prisotna. 
Med vzorci  je  namreč prisotna prevelika variabilnost.  Opazili  pa  smo odvisnost  pri 
koncentracijah  mlečne  kisline  med  zgornjo  in  srednjo  plastjo  čebeljega  kruhka  pri 
odkritih satnih celicah, kar pa je lahko posledica izmerjene ekstremne vrednosti (slika 
20). Ker je mlečna kislina indikator delovanja mlečnokislinskih bakterij, lahko vzroke 
za  to  najdemo v  naravnih  pogojih.  Predvsem glede  na  ugodne  pašne  razmere  je  v 
določenem  trenutku  v  cvetnem  prahu  lahko  prisotnih  več  oziroma  manj 
mikroorganizmov. Pašni pogoji se spreminjajo glede na nihanje vlage med dnevom in 
nočjo ter glede na deževno obdobje. Kot smo že omenili iz prakse velja, da čebele raje 
nabirajo vlažen cvetni  prah  po  dežju in  v  dneh z  veliko  vlažnostjo  v zraku.  So pa 
odvisnosti  med  plastmi  pokazale,  da  se  procesi  vezani  na  sintezo  mlečne  kisline 
spreminjajo med plastmi predvsem z dodatno biološko aktivnostjo v primerih,  ko je 
čebelji kruhek prekrit z medom. To potrjuje, da je v določeni plasti lahko bil prisoten 
delno fermentiran cvetni prah zato je bilo mlečne kisline več, kot pri cvetnem prahu, 
kjer fermentacija še ni potekla. Dodatek medu pa bi fermentacijo lahko pospešil, kar 
lahko  pojasni  posamezna  odstopanja  v  zgornji  plasti  čebeljega  kruhka  in  v  zgoraj 
naloženem medu. Tudi Linskens in Jorde (1997), v preglednem članku navajata, da se 
pri fermentiranem cvetnem prahu z biokemijskimi procesi količina mlečne kisline zviša 
iz  0,26  na  1,78  %,  kar  omogoča  konzervacijo  cvetnega  prahu,  čeprav  je  potrebno 
opozoriti,  da  je  bila  njuna  ocena  mlečne  kisline  previsoka  (glej  razpravo  v 
nadaljevanju).  Če  bi  nastajanje  mlečne  kisline  bil  proces,  h  kateremu  bi  največ 
prispevale  čebele  s  svojo  dejavnostjo,  bi  močno  odvisnost  opazili  prav  med  vsemi 
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plastmi  znotraj  satne  celice.  Posebej  je  potrebno poudariti,  da  so  bile  koncentracije 
mlečne kisline zelo nizke, čeprav pomembne za biološko aktivnost cvetnega prahu (glej 
razpravo odvisnosti  inhibicijskih con v nadaljevanju).  Tu lahko omenimo, da so vsa 
navajanja mlečne kisline v različnih objavah pod vprašajem. Predvsem gre za napačno 
dojemanje pri preračunavanju iz kislosti na količino mlečne kisline, pri tem pa pri svojih 
predvidevanjih niso upoštevali prispevka glukonske kisline h kislosti (glej razpravo o 
glukonski kislini). Naše domneve lahko podkrepimo z raziskavo medu, v kateri so bile 
povprečne vrednosti za mlečno kislino 0,2 mg/g (Mato in sod., 2006). Te vrednosti so 
bile  primerljive  z  meritvami  mlečne  kisline  v  naši  raziskavi,  kjer  smo  pri  staranih 
mednih satnih celicah izmerili  povprečno vrednost 0,15 mg/g. Podobne vrednosti  od 
katerih so najvišje (0,75 mg/g) pripadale kostanjevemu medu navajajo Daniele in sod. 
(2012). Pri starejših raziskavah pa smo zasledili, da so bile vrednosti mlečne kisline v 
primerjavi z našimi vzorci tudi do 10-krat presežene.
5.5.3 Proučevanje glukonske kisline  
Delež glukonske kisline v vzorcih je relativno velik v primerjavi z deležem mlečne 
kisline (10-100-krat višje vrednosti). Najvišja povprečna vrednost glukonske kisline je 
bila izmerjena v spodnji plasti čebeljega kruhka pri staranih satnih celicah (68,90 mg/g 
± 6,20 mg/g). Vrednosti glukonske kisline so bile najnižje v mednih satnih celicah, ter 
medu skladiščenim nad čebeljim kruhkom pri  staranih satnih celicah (preglednica 7, 
slika 21). Ker sta se metodi za merjenje mlečne kisline (encimska tehnika) in glukonske 
kisline (HPLC) pri naši raziskavi razlikovali, je slabše pojasnjena variabilnost s strani 
prispevka glukonske kisline lahko prisotna tudi zaradi splošno večje variabilnosti pri 
izvedbi  meritev glukonske kisline.  Pri  nastajanju glukonske kisline in pri  razgradnji 
glukoze nastane glukonolakton  (Wong in sod., 2008). Opozoriti  je potrebno, da je v 
satju verjetno velik del glukonske kisline v obliki glukonolaktona, ki pri visokem pH v 
analitskih pogojih eluira kot glukonska kislina. Ne glede na to, v kakšni obliki je bila 
glukonska kislina pri naših vzorcih, je metoda in priprava vzorcev med analizo (visok 
pH) omogočala merjenje koncentracij glukonske kisline, vključujoč glukonolakton. Na 
ta  način so bili  tudi izpolnjeni vsi  pogoji  za pravilen potek ionske kromatografije s 
katero smo določevali količino glukonske kisline. Nikjer nismo zasledili podatka o tem, 
kakšno odvisnost ima kislost od koncentracije glukonske kisline v vzorcu. Primerjava 
koncentracij s pH pokaže pri glukonski kislini sledeče: 1 mM (pH = 3,50), 10 mM (pH 
= 2,94) in 100 mM (pH = 2,42). Pri mlečni kislini pa je razmerje koncentracij s pH 
sledeče: 1mM (pH = 3,51), 10 mM (pH = 2,96) in 100mM (pH = 2,44). Na spletni strani 
http://www.aqion.de/site/192#acids_name smo zasledili podatek, da je glukonska kislina 
pri  temperaturi  25  °C  in  tlaku  1  atmosfere  manj  kisla  od  mlečne  kisline.  Če 
preračunamo na celotno maso medu, so v našem primeru bile koncentracije glukonske 
kisline v čebeljem kruhku okrog 250 mM in v medu nad čebeljim kruhkom okrog 100 
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mM. Omenili smo, da je med edinstven v smislu zagotavljanja kislega pH medija kljub 
temu, da je med sladko živilo. To je mogoče ravno zaradi razmerja mlečne in glukonske 
kisline. Kombinacijo mlečne in glukonske kisline uporabljajo tudi v obratih s predelavo 
hrane,  predvsem omak  in  prelivov  za  solate,  pri  katerih  odlično  nadomestijo  druge 
aditive.  Vendar pa močnejše zaznavanje kiselkastega okusa omogoča mlečna kislina, 
medtem ko je zaznava kislosti glukonske kisline omejena (Singer, 2010). Pri tem se pri 
pomenu  skladiščenja  pojavita  dva  fenomena.  Pri  prvem,  kot  smo  opisali  že  zgoraj 
govorimo o zaznavi kot o okusu, se pravi o organoleptični kislosti zaradi prisotnosti 
mlečne kisline. Pri drugem pa lahko izpostavimo vidik pH, pri čemer je dejanski pH 
zaradi prisotnosti glukonske kisline. pH in kislost medija se tako obravnavata ločeno 
(Mato in sod., 2003). Zaradi razmerja vsebnosti mlečne in glukonske kisline v vzorcih, 
kjer je mlečne kisline od 10-100 krat manj, je način pridobivanja podatkov za vsebnosti 
mlečne kisline v vzorcih na podlagi pH nepravilen. Tudi vrednosti glukonske kisline v 
medu  (8,10  mg/g  ±  1,98  mg/g)  pri  naši  raziskavi  so  bile  primerljive  z  vrednostmi 
glukonske kisline od 3,91 – 11,71 mg/g s srednjo vrednostjo 7,37 mg/g (Mato in sod., 
1997), ter srednjo vrednostjo 9,52 mg/g (Mato in sod., 2006). Tudi vrednosti pri ostalih 
raziskovalcih so bile podobne (Serra Bonvehí in sod., 2004; Vit in sod., 2009; Daniele 
in sod., 2012).
5.5.4 Proučevanje sladkorjev glukoze in fruktoze
Koncentracija glukoze in fruktoze narašča od spodnjih plasti pri odkritih satnih celicah 
proti zgornjim plastem pri staranih satnih celicah. Tako so najvišje vrednosti glukoze in 
fruktoze bile izmerjene pri mednih satnih celicah in medu skladiščenim nad čebeljim 
kruhkom, vse v staranih satnih celicah (preglednica 8 in 9, slika 23 in 24). Vrednosti 
glukoze in fruktoze v čebeljem kruhku pri drugih raziskavah niso bile na voljo, zato 
primerjave z vrednostmi naše raziskave niso mogoče.  Smo pa ugotovili,  da je delež 
glukoze v medu nad čebeljim kruhkom nižji,  kot v mednih satnih celicah. Razmerje 
med  fruktozo  in  glukozo  pa  je  višje  v  medu  skladiščenim  nad  čebeljim  kruhkom 
(1,35:1), kot v mednih satnih celicah (1,24:1). Vzrok bi lahko bil v tem, da se je del 
glukoze pretvoril v glukonsko kislino z encimom glukoza oksidaza. To bi lahko bilo 
mogoče predvsem zaradi tega, ker naj bi bil vir medičine isti. Razmerje med fruktozo in 
glukozo, ki smo ga dobili pri naši raziskavi lahko primerjamo tudi z razmerjem fruktoze 
in  glukoze  pri  drugih  raziskavah  medu  pravega  kostanja  (Can  in  sod.,  2015),  in 
domačimi raziskavami medu pravega kostanja (Golob in sod., 2011; Korošec in sod., 
2016).  Glede na vsebnosti  glukoze in fruktoze pri  odkritem čebeljem kruhku, lahko 
sklepamo, da je med procesom skladiščenja čebeljega kruhka bilo dodanega tudi nekaj 
medu.  Če  predpostavimo,  da  je  pretežni  del  vsebnosti  sladkorjev  s  strani  merjenih 
sladkorjev  in  je  skupna  vsebnost  sladkorjev  dosegla  vrednosti  blizu  300  mg/g,  to 
pomeni, da je v masi čebeljega kruhka okoli 35 % medu.
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5.6 ODVISNOST INHIBICIJE OD DRUGIH SPREMENLJIVK
5.6.1 Odvisnost inhibicijske cone od mlečne kisline
Variabilnost inhibicijske cone smo zadovoljivo pojasnili preko odvisnosti koncentracije 
mlečne kisline in soodvisnosti s tipom sata in proučevane plasti z zapisom modela IC ~ 
MK * (tip + plast) (priloga F1 in F2, model 7 in 26). Zaradi majhnega števila vzorcev 
(N  =  6),  smo  pri  posamezni  kombinaciji  spremenljivk  težje  potrdili  posamezne 
odvisnosti  z regresijskim modelom. Pozitivna odvisnost  inhibicijskih con od mlečne 
kisline je bila prisotna v srednji in zgornji plasti čebeljega kruhka pri odkritih satnih 
celicah, ter v medu skladiščenim nad čebeljim kruhkom pri sveže pokritih satnih celicah 
(slika 25a). V spodnjih plasteh pa pri nobenem tipu satnih celic nismo opazili statistično 
značilnih regresijskih modelov. Kljub nizkim koncentracijam mlečne kisline pa rezultati 
nakazujejo, da je kar ¾ variabilnosti v izmerjenem protibakterijskem delovanju vezane 
na procese v povezavi s prisotnostjo mikroorganizmov, najverjetneje mlečnokislinskih 
bakterij.  Te v  začetni  fazi  predelave  cvetnega  prahu  prispevajo  k  vključitvi  mlečne 
kisline v čebelji kruhek. Opaženo protibakterijsko delovanje verjetno ni odvisno samo 
od prisotnosti mlečne kisline. Prej lahko pričakujemo, da bi lahko bilo prisotno zaradi 
morebitno izločenih bakteriocinov s strani mlečnokislinskih bakterij (Jack in sod., 1995; 
Audisio  in  sod.,  2005) in/ali  zaradi  večjega  vložka  s  strani  čebel  ob  zaznavi 
fermentacijskih procesov v skladiščenem cvetnem prahu. 
5.6.2 Odvisnost inhibicijske cone od glukonske kisline
Pri  ugotavljanju  odvisnosti  med  inhibicijskimi  conami  in  glukonsko  kislino  smo 
predvidevali, da je glukonska kislina indikator izločanja protibakterijskih snovi s strani 
čebel. Neposredno bi lahko pomenila prisotnost vodikovega peroksida zaradi delovanja 
encima glukoza oksidaza iz podžrelne žleze  (Ohashi in sod., 1999). Posredno, pa bi 
lahko šlo tudi za soizločen protimikrobni čebelji peptid apamin (Habermann, 1984). Če 
pogledamo dogajanje med plastmi satnih celic, med glukonsko kislino in inhibicijsko 
cono ne opazimo soodvisnosti,  ki  bi  nakazovale na zgoraj  omenjeni  trend.  Linearni 
modeli z glukonsko kislino niso pojasnili toliko variabilnosti, kot posamezni modeli z 
mlečno  kislino  ali  pa  kombinacija  modelov  mlečne  in  glukonske  kisline.  Delež 
pojasnjene variance je bil za okoli 25 % nižji z vrednostmi 50,8 % in 50,2 %  (priloga 
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F1 in F2, model 8 in 27).  Opazili  smo, da je bil  razpon inhibicijskih con pri  višjih 
vrednostih glukonske kisline, predvsem v zgornjih plasteh satnih celic večji. Povezavo 
bi lahko iskali v aktivnosti encimov pri staranem cvetnem prahu, kjer aktivnost encimov 
postopoma prične zamirati. Ker je vodikov peroksid slabo obstojen, je v tem primeru na 
tej  stopnji že reagiral in razpadel (hidroliziral v vodo), ostala pa je sicer obstojnejša 
glukonska kislina. 
Modeliranje odvisnosti inhibicijskih con kaže na to, da ne gre za preproste procese, ki bi 
bili odvisni bodisi od mlečnokislinskih bakterij kot so sprva predvidevali  Anderson in 
sod. (2014), bodisi od predelave s strani čebel in dodajanjem izločkov iz obustnih žlez. 
Očitno, kot smo nakazali že zgoraj, gre za kombinacijo različnih mehanizmov, pri tem 
pa je vloga čebel ključna. 
Tako glukoza,  kot  tudi  fruktoza  sta  v  sistemu satne  celice  pokazatelja  deleža  medu 
prisotnega v cvetnem prahu.  Pri  zgornji  plasti  čebeljega kruhka,  ki  je  v  kontaktu  z 
medom skladiščenim nad  čebeljim kruhkom gre  za  povečano  vključevanje  medu  v 
zgornjo plast čebeljega kruhka (slika 28). Vprašanje pa je, ali čebele na koncu zaradi 
tega dodajo tudi več medu, ter ali sladkorji difundirajo v zgornjo plast čebeljega kruhka, 
ali pa to primešajo čebele?
Slika 28: Prikaz povečanega vključevanja medu v zgornjo plast čebeljega kruhka
Figure 28: Presentation of increased inclusion of honey in the upper layer of bee bread
Težava se lahko pojavi tudi pri vzorčenju. Namreč pri vzorčenju čebeljega kruhka lahko 
ostane tanjša plast medu nad čebeljim kruhkom, katerega smo predhodno odvzeli za 
vzorčenje. Čebele seveda deloma sproti prispevajo s svojimi izločki, s čimer upočasnijo 
delovanje mikroorganizmov in  ga  na  koncu tudi  ustavijo  (Anderson in  sod.,  2014). 
Posebej  je  potrebno  poudariti,  da  je  v  skladiščenem čebeljem kruhku približno  1/3 
prostora napolnjenega z medom (glej razpravo o vsebnosti glukoze in fruktoze). Če bi 
bil cvetni prah idealne sferične oblike, potem je to pravo razmerje. Skladiščen čebelji 
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kruhek lahko poenostavimo na tak prostorski model. Kot kaže v takem mediju (Loper in 
sod., 1980) ne more priti do mikrobne predelave, ampak se le-ta zaustavi in počaka v 
"mirovanju" do porabe skladiščenega cvetnega prahu s strani čebel. Sistem skladiščenja 
pa verjetno ni idealen, ker vseeno prihaja do biokemijske degradacije tako hranil kot 
tudi biološko aktivnih spojin. Tega smo se deloma dotaknili  že pri  razlagi vsebnosti 
fenolov. Verjetno je to tudi temeljni razlog, da čebelje družine svoj pomladni razvoj 
temeljijo na sveže nabranem cvetnem prahu in ne na skladiščenih rezervah.
5.7 OSTALE ODVISNOSTI 
 
Smo pa v zaključnem delu raziskave testirali še preostale odvisnosti med opazovanimi 
spremenljivkami. Bodisi zaradi znane biokemijske povezave ali pa že opisane povezave 
v medu. Ker je glukoza substrat za encim glukoza oksidaza, pri čemer nastaja glukonska 
kislina (Ohashi in sod., 1999), nas je najprej zanimala odvisnost koncentracij glukonske 
kisline od vsebnosti glukoze. Vendar pa odvisnosti med njima nismo zasledili, kot bi 
pričakovali iz preproste biokemijske odvisnosti (slika 26a). Vzroke za to bi lahko iskali 
v spremenjeni  aktivnosti  encima glukoza oksidaza,  v relativni  neomejenosti  količine 
substrata za encim in tudi morebitni vključenosti glukoze v druge biokemijske procese v 
kompleksnem mediju,  kot  je  čebelji  kruhek.  Z  analizo  regresijskih  krivulj  splošnih 
linearnih  modelov smo  potrdili  odvisnost  med  fruktozo  in  glukozo  (slika  26b). 
Zanimalo nas je predvsem, ali se razmerje med fruktozo in glukozo skozi plasti drugače 
izraža, ker je bil vir medičine v obeh primerih isti. Nakloni premic so videti nekoliko 
strmejši pri pokritih in staranih celicah čebeljega kruhka, kar je v skladu z razmerjem 
Fru/Glu, ki smo ga komentirali že zgoraj (glej poglavje 5.5.4). Posebej smo še preverili 
odvisnost vsebnosti  fenolnih spojin od glukoze (slika 26c).  Možni  mehanizmi,  ki  bi 
lahko  vplivali  na  morebitno  opaženo  odvisnost  koncentracije  fenolnih  spojin  od 
koncentracije  glukoze  so:  (1)  biosinteza  fenolnih  spojin  zaradi  glukoze,  (2) 
glikoliziranja  fenolov, (3)  ter  poraba  glukoze,  kot  vira  energije  zaradi  biosintetskih 
procesov. Aromatične aminokisline bi lahko prispevale k  fenolnim spojinam. Po drugi 
strani  pa  se  fenoli  glikolizirajo  tam,  kjer  se  lahko  glukoza  porablja  (Biesaga  in 
Pyrzyńska, 2013). To bi lahko pomenilo, da ob povišanih vrednostih fenolnih spojin so 
vsebnosti  glukoze znižane.  Taka odvisnost se je pojavila v srednji  plasti  pri odkritih 
satnih celicah (p = 0,005). Domnevamo, da je negativna odvisnost fenolnih spojin od 
glukoze  indikator  možne  intenzivne  uporabe  glukoze  pri  glikolizaciji  fenolov.  Ne 
moremo pa potrditi, da do tega zares tudi prihaja, ker nimamo neposrednega dokaza.
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5.8 VZAJEMNI MODEL BIOLOŠKE AKTIVNOSTI CVETNEGA PRAHU 
SKLADIŠČENEGA V CELICAH SATJA 
Slika  29:  Shematski  prikaz  mehanizmov  za  protibakterijsko  delovanje  pri  čebeljem  kruhku. 
Mikroorganizmi, kot so mlečnokislinske bakterije neposredno zavirajo razvoj drugih mikroorganizmov, 
metabolni produkti vseh mikroorganizmov pa verjetno spodbudijo čebele k izločanju protibakterijskih 
peptidov in encima glukoza oksidaza, ki skupaj zavrejo razvoj vseh mikroorganizmov v skladiščenem 
cvetnem prahu. *Mikroorganizmi, predvsem mlečnokislinske bakterije
Figure  29:  Schematic  representation  of  mechanisms  for  antimicrobial  activity  in  bee  bread.  
Microorganisms such as lactic acid bacteria directly inhibit the development of other microorganisms, and 
the metabolic  products  of  all  microorganisms are likely to  induce  bees  to  secretion of  antimicrobial 
peptides and glucose oxidase enzyme, which together inhibit the development of all micro-organisms in 
stored pollen. *Microorganisms, especially lactic acid bacteria
Naša raziskava  in  druge novejše raziskave  (Anderson in  sod.,  2014) nakazujejo,  da 
mlečnokislinske bakterije ne prispevajo zadostno pri skladiščenju čebeljega kruhka in 
da  je  njihov  pomen  pri  fermentaciji  pretiran.  Zato  v  nadaljevanju  pri  nekaterih 
omenjenih raziskavah predstavljamo razmišljanja in predloge o delovanju mehanizmov 
fermentacije,  ter  dejstva  in  argumente,  ki  sledijo  tej  ideji.  Metabolni  procesi 
mikroorganizmov,  predvsem  mlečnokislinskih  bakterij  prispevajo  k  prisotnosti 
metabolnih  produktov,  kot  so  bakteriocini  in  mlečna  kislina.  Njihova  prisotnost  v 
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čebeljem kruhku bi lahko posledično spodbudila čebele k večjemu izločanju žleznih 
izločkov. V izločkih žlez slinavk so lahko prisotni protimikrobni peptidi in encimi, kot 
je encim glukoza oksidaza, ki vplivajo na upočasnitev delovanja mikroorganizmov v 
čebeljem  kruhku.  Čebele  namreč  mikroorganizme  v  delno  fermentiranem  cvetnem 
prahu prinesejo v panj že iz pašnih izletov. Zato morajo poskrbeti, da ti mikroorganizmi 
ne vplivajo na skladiščeno hrano v smislu, da bi se ta pokvarila. Relativno zanesljiva 
odvisnost MK / IC ni nujno dokaz prispevka mlečnokislinskih bakterij  in njihovega 
protibakterijskega  delovanja.  Slednje  bi  lahko  vključevalo  tako  izločanje  glukoza 
oksidaze  (Ohashi in sod., 1999), kot tudi baktericinov iz čebeljih žlez, kot je apamin 
(Habermann, 1984). Povezave najdemo predvsem na področju večjega prispevka čebel 
z izločanjem protimikrobnih snovi, oziroma encima glukoza oksidaza. Relativno visoke 
vrednosti  glukonske  kisline  so  verjetno  indikator  relativno  velike  količine  izločkov 
čebeljih  žlez  pri  predelavi  čebeljega  kruhka  (peroksidno  delovanje,  protimikrobni 
peptidi).  Čebele  morebiti  zaznajo  večje  količine  mlečne  kisline  in  s  tem prisotnost 
mikroorganizmov in zato pričnejo izločati  tudi več protimikrobnih snovi.  Posledično 
zaradi tega zaustavijo razvoj mlečnokislinskih bakterij (slika 29). Protimikrobni peptid 
apamin v medu skladiščenim nad čebeljim kruhkom so v naših vzorcih preliminarno v 
biokemijskem  laboratoriju  Oddelka  za  biologijo  uspeli  dokazati  Sepčić  in  Skočaj 
(osebna  komunikacija,  2015).  Velikost  protimikrobnega  peptida  je  ustrezala 
velikostnemu razredu apamina, vendar zaradi nezadostnega števila vzorcev niso uspeli 
izvesti obsežnejše raziskave. 
Kot  smo  že  omenili,  lahko  prisotnost  mlečnokislinskih  bakterij  v  čebeljem kruhku 
posredno prispeva k stimuliranju izločanja čebeljih izločkov. Verjetno ni naključje, da 
čebele  rajši  nabirajo  vlažen  cvetni  prah,  ki  diši  po  mlečni  kislini,  ker  je  že  napol 
fermentiran.  Takšen  cvetni  prah  lahko  čebele  tudi  lažje  zapakirajo.  S  tem  postane 
opaznejše protibakterijsko delovanje z metabolnimi produkti, predvsem mlečno kislino 
in  morda tudi  bakteriocini  (Audisio in  sod.,  2005).  Ena izmed možnosti  je  tudi,  da 
vrhnja plast čebeljega kruhka bakterijam omogoča proizvodnjo bolj specifičnih spojin. 
To lahko vpliva na zmanjšanje rasti testnih bakterij v poskusu, zaradi česar smo opazili 
večjo inhibicijsko cono. Vendar pa se pojavljajo tudi vzorci, pri katerih v cvetnem prahu 
nismo uspeli določiti prisotnosti mlečne kisline. Tu lahko pride do razhajanj predvsem 
zaradi predhodno fermentiranega cvetnega prahu pri  pridobivanju cvetnega prahu na 
rastlinah. In če razpravo nadaljujemo z vlogo mlečnokislinskih bakterij pri skladiščenju 
cvetnega  prahu,  pri  tem domnevamo,  da čebele  z  lastnimi  izločki  lahko uravnavajo 
aktivnost mlečnokislinskih bakterij. S tem v nekem trenutku tudi popolnoma zaustavijo 
njihovo delovanje. 
Čebele v svoji prehrani najraje uporabijo svež cvetni prah, ki je bil skladiščen manj kot 
3 dni.  Omenjeno se navezuje na objavo o protimikrobnem delovanju in prisotnostjo 
aktivnih  bakterij  v  cvetnem prahu,  kjer  so dali  slutiti  upadanje številčnosti  aktivnih 
bakterij v cvetnem prahu tekom procesa staranja. Vsebnost le-teh v čebeljem kruhku se 
močno  zmanjša  v  časovnem  razponu  večjem  od  96  ur  (Anderson  in  sod.,  2014). 
118
Podrižnik B. Biološka aktivnost in skladiščenje cvetnega prahu v celicah satja kranjske čebele (Apis mellifera carnica).          
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2018
Vásquez in  Olofsson (2009) navajata,  da glavnina živih mlečnokislinskih bakterij  iz 
medne golše v obdelani hrani, kot sta cvetni prah in čebelji kruhek obstaja 2 tedna. Po 
njunem mnenju to ne velja za čebelji kruhek starejši od dveh mesecev. So pa njihove 
ugotovitve  nasprotne  raziskavam,  kjer  je  zaslediti  ugibanja  o  tem,  da  naj  bi  prav 
mikroorganizmi  imeli  odločilno  vlogo pri  nastajanju čebeljega  kruhka  (Anderson in 
sod.,  2014).  Vendar menimo,  da v tej  fazi  procesa staranja ne gre več za bohotenje 
mikroorganizmov. To lahko potrdimo tudi s spremljanjem prisotnosti mlečnokislinskih 
bakterij v čebeljem kruhku pri dodatnih analizah naših vzorcev, kjer smo želeli ugotoviti 
prisotnost  aktivnih  mlečnokislinskih  bakterij.  Naše  vzorce  smo  namreč  v  okviru 
magistrskega dela (Sekirnik, 2015) odstopili Mojci Sekirnik, ki je raziskovala prisotnost 
mikrobiote  cvetnega prahu skladiščenega v satnih celicah.  Pri  raziskavi  je  prišla  do 
zaključkov,  da  je  prisotnost  aktivnih  mlečnokislinskih  bakterij  v  vzorcih  čebeljega 
kruhka zanemarljiva. Predvidevamo, da ravno zaradi učinka delovanja čebeljih izločkov 
mlečnokislinskih bakterij v testiranih vzorcih čebeljega kruhka ni bilo prisotnih, ali pa 
jih je bilo prisotnih zelo malo. Čebele bi lahko s svojimi izločki nadzirale rast in razvoj 
mikroorganizmov v čebeljem kruhku, kar podrobneje predstavljamo v zaključnem delu 
tega poglavja, ko govorimo o vplivu čebel na vsebnost mlečnokislinskih bakterij. Ker 
smo  najprej  tudi  sami  predvidevali,  da  bo  vsebnost  aktivnih  mikroorganizmov, 
predvsem  mlečnokislinskih  bakterij  v  vzorcih  čebeljega  kruhka  s  časom  naraščala, 
lahko na osnovi raziskave (Sekirnik, 2015) to predvidevanje ovržemo. S tem še dodatno 
potrdimo  enako  razmišljanje  Andersona  in  sod.  (2014),  ki  vlogi  mlečnokislinskih 
bakterij pri skladiščenju čebeljega kruhka ne pripisuje posebnega pomena.  
Kot  smo  že  nakazali  po  našem  mnenju  nekateri  raziskovalci  namenjajo  prevelik 
poudarek vplivu mlečnokislinskih bakterij na fermentacijo. Vásquez in Olofsson (2011) 
navajata,  da  je  kompletna  pretvorba  cvetnega  prahu  v  čebelji  kruhek  posledica 
fermentacije zaradi inokulacije z bakterijami iz čebelje mikrobiote.  Raziskano je,  da 
cvetni prah in tudi medičina že na cvetovih vsebujeta mlečnokislinske bakterije, ter tudi 
ostale bakterije (Fridman in sod., 2012). Vprašanje pa je, če so obnožine na čebelah, ki 
se vračajo v čebelji panj poseljene z bakterijami iz čebelje mikrobiote.
Pri tem smo se oprli na ugotovitve Andersona (2015), ki je ugotovil, da sveže nabran 
cvetni prah oz. čebelji kruhek vsebuje mikroorganizme iz čebelje mikrobiote. Vendar pa 
ti mikroorganizmi naj ne bi prispevali pri pretvorbi cvetnega prahu v čebelji kruhek oz. 
skladiščenju  v  satnih  celicah  s  čebeljim  kruhkom.  Ugotovil  je  tudi,  da  bakterijske 
skupine v cvetnem prahu skladiščenem v satnih celicah niso drugačne od bakterijskih 
skupin pri  sveže nabranem cvetnem prahu. Se pa ti  mikroorganizmi zelo razlikujejo 
glede  na  letni  čas.  V  svežem  cvetnem  prahu  obnožin  so  bile  bakterije  iz  čebelje 
mikrobiote  prisotne  le  z  0,33  odstotka,  v  fermentiranem čebeljem kruhku pa  je  teh 
bakterij bilo še manj. Najpogostejše bakterije, ki so bile zastopane v čebeljem kruhku so 
bile  Lactobacillus  kunkeei,  ki  so  zelo  pogoste  na  cvetovih  (okolje  s  kisikom  in 
fruktozo). Te proizvajajo mlečno kislino kot stranski produkt metabolizma. Zastopanost 
mlečnokislinskih  bakterij  Lactobacillus  kunkeei v  vzorcih  čebeljega  kruhka  je  v 
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magistrskem  delu  potrdila  tudi  Sekirnik  (2015).  V  njenih  vzorcih  je  prisotnost 
omenjenega mikroorganizma izstopala,  ker  v  večini  vzorcev njene raziskave ni  bilo 
prisotnih mlečnokislinskih bakterij. Anderson (2015) omenja, da v kolikor bi bakterije 
čebelje  mikrobiote  prispevale  k  fermentaciji  čebeljega  kruhka,  bi  morale  njihove 
vrednosti močno poskočiti, vendar se to vidi le v prvih 2 dneh fermentacije, kasneje pa 
močno  upadejo.  Odkritje  ne  podpira  hipoteze  o  presnovi,  v  bistvu  pa  nakazuje,  da 
nastajanje mlečne kisline igra odločilno vlogo pri zaščiti cvetnega prahu in čebeljega 
kruhka pred škodljivimi vplivi razgradnje z mikroorganizmi. Če fermentacija prikazuje 
izboljšanje  prehranske  kvalitete  cvetnega  prahu,  bi  čebele  morale  najprej  uporabiti 
čebelji kruhek, ki je v celoti fermentiran. Vendar pa čebele najraje užijejo ali svež cvetni 
prah oz. rahlo fermentiran cvetni prah (Carroll in sod., 2017). To dognanje ne podpira 
hipoteze,  da  fermentacija  podpira  prehransko  spreminjanje  cvetnega  prahu.  V 
nadaljevanju  se  lahko  osredotočimo  še  na  razmišljanje  Andersona  (2015)  o  številu 
bakterij  v  čebeljem  kruhku,  oziroma  ali  je  v  čebeljem  kruhku  sploh  dovolj 
mlačnokislinskih bakterij, ki proizvajajo encime za degradacijo membrane pri cvetnem 
prahu? Naredil je matematično oceno številčnosti bakterij v cvetnem prahu in ugotovil, 
da je na približno 2500 pelodnih zrnc prisoten 1 mikroorganizem. To seveda ni dovolj, 
da bi takšna količina mlečnokislinskih bakterij bistveno vplivala na pretvorbo cvetnega 
prahu pri skladiščenju hrane. Prisotno je pomanjkanje mikrobnih združb. Na pelodnih 
zrncih  tudi  ni  opazil  morfoloških  sprememb,  katere  bi  nakazovale  na  destrukcijo 
ovojnice okoli cvetnega prahu oziroma vdor skozi pore zaradi vpliva mikroorganizmov. 
Prebava v čebeljih prebavilih omogoča izrabo notranjosti pelodnih zrnc, kar ne moremo 
zatrditi za pretvorbo čebeljega kruhka v satni celici (cvetni prah ostane nespremenjen). 
Nekateri drugi avtorji navajajo, da se bakterijska mikrobiota lahko razlikuje glede na 
sezono in panj, vendar pa je splošno gledano mikrobiota vedno enaka (Disayathanoowat 
in sod., 2012). Zgodba je daleč od zaključka, se pa zdi, da imajo čebele z mikrobioto 
mutualističen  odnos.  Vendar  pa  vseeno  izkoristijo  bakterije  iz  cvetov  v  njihovo 
prednost.  Kot  primer  lahko  navedemo  vinske  mišice  (Drosophila sp.),  ki  lahko 
endosimbionte  pridobivajo tudi  z  izmenjavo hrane,  zaradi  česar  jih  je  vedno dovolj 
(Blum in sod.,  2013).  Član mikrobiote  Lactobacillus  plantarum ščiti  vinsko mušico 
pred prebavnimi patogeni. Tudi če mikrobiota ni vedno prisotna, lahko ima vpliv na 
gostitelja  iz  drugih  virov.  Zdi  se,  da  čebele  uporabljajo  kombinacijo  prenosa 
mikroorganizmov  preko  direktnega  prenosa  mikroorganizmov  (mikrobiota  preko 
izmenjave hrane), ter tudi preko bakterij v naravi prisotnih na cvetovih (Ptaszyńska in 
sod., 2016).
Po predhodnji nameri bi v zaključnem delu predstavili še obratno odvisnost, pri kateri 
izločki čebel zavirajo delovanje mikroorganizmov, predvsem mlečnokislinskih bakterij s 
tem pa  tudi  nastanek  njihovih  metabolnih  produktov  (slika  29).  Čebele  bi  lahko  z 
zaznavanjem prisotnosti mlečne kisline posredno zaznale prisotnost mikroorganizmov. 
Na ta način bi več vložile v predelavo skladiščene hrane, kar posledično privede do 
povečanega protibakterijskega delovanja. Protibakterijsko delovanje je povečano zaradi 
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prispevka  čebel  in  izločanja  protibakterijskih  snovi  iz  obustnih  žlez,  predvsem 
podžrelne  žleze.  Med  drugim  iz  podžrelne  žleze  izločajo  encim  glukoza  oksidaza, 
katero  smo  posredno  opazovali  z  merjenjem  koncentracije  glukonske  kisline,  kot 
njenega  produkta.  Če  pa  pogledamo  iz  drugačne  perspektive,  pa  zadostna  količina 
mlečne kisline upočasni mikrobno delovanje. Kar pomeni, da čebele ne rabijo vlagati 
toliko  v  protibakterijsko  delovanje  pri  obdelavi  skladiščenega  cvetnega  prahu.  Zato 
morajo več predelovati takrat, kadar mlečne kisline ni prisotna v zadostnih količinah. 
Vzroke za to lahko najdemo v nezadostni prisotnosti mikroorganizmov, zaradi česar so 
čebele  močneje  obdelovale  čebelji  kruhek,  kar  pa  bi  lahko  vodilo  tudi  v  zvišanje 
vsebnosti  glukonske  kisline.  Še  vedno  pa  ostaja  odprto  vprašanje  protimikrobnih 
peptidov, predvsem apamina, kar smo opisali  že zgoraj. Vsebnosti  glukonske kisline 
naraščajo  po  profilu  satnih  celic  proti  spodnjim  plastem,  kar  je  ravno  obratno  z 
vrednostmi protibakterijskega delovanja, ki so najvišje v zgornjih plasteh satnih celic. 
Predvidevamo, da bi čebele fermentacijo s svojimi izločki morebiti  lahko ustavile v 
celoti, s tem pa tudi preprečile morebitno razraščanje mlečnokislinskih bakterij. Čebele 
s  protibakterijskim  delovanjem  lastnih  izločkov  upočasnijo  rast  mlečnokislinskih 
bakterij, na koncu pa tudi preprečijo njihovo nadaljnje delovanje. Preprosta razlaga bi 
bila, da je ta biološka aktivnost prisotna zaradi mešanja čebeljega kruhka z medom med 
procesom predelave zgornje plasti s čebeljim kruhkom in/ali prehajanjem snovi iz medu 
v zgornjo plast  čebeljega kruhka. Mogoče je tudi, da zgornja plast čebeljega kruhka 
spodbuja vzajemno delovanje čebeljega kruhka in  medu ali  pa,  da čebele dodajo še 
dodatne protimikrobne snovi, kot sta peptida apamin in defenzin  (Kwakman in Zaat, 
2012).  Čebele  morebiti  lahko  pridobijo  nekatere  protibakterijske  aktivne  snovi  iz 
zgornje plasti čebeljega kruhka in jih odložijo v plast medu skladiščenega nad čebeljim 
kruhkom. Ali pa morda plast s čebeljim kruhkom predelajo večkrat, vanj dodajo več 
izločkov svojih žlez in s tem povečajo protibakterijsko delovanje. Domnevamo namreč, 
da  čebele  prepoznajo  bakterijsko  delovanje  v  zgornjih  plasteh  satnih  celic.  Naša 
domneva je  v  skladu z  nedavnimi  ugotovitvami  o vplivu pesticidov na skladiščenje 
čebeljega  kruhka.  V tem  primeru  čebele  čebeljega  kruhka  ne  prekrijejo  z  medom, 
ampak ga takoj zaprejo z voščenim pokrovcem (vanEngelsdorp in sod., 2009). Ker je 
zaradi pesticidov pod vprašanjem prisotnost aktivnih bakterij v čebeljem kruhku, čebele 
morebiti  ne  zaznajo  bakterijskega  delovanja  in  satne  celice  zaprejo  brez  običajne 
uporabe medu. Lahko pa se odločimo tudi za drugi vidik in sicer, da v opaženi trend ne 
vključujemo vodikovega peroksida, ampak, da kot indikator izločkov čebel uporabimo 
nivo  glukonske  kisline.  Iz  tega  lahko  ugotovimo,  da  so  v  predhodnjih  fazah  bile 
izločene  tudi  druge  protibakterijske  snovi,  ki  niso  bile  dovolj  stabilne,  da  bi  lahko 
delovale v čebeljem kruhku. Količina glukonske kisline in posledično povečana kislost 
bolje prispeva k protibakterijskemu delovanju, kot povečanje kislosti pri mlečni kislini. 
Kot  druge  snovi  povezane  s  protibakterijskim  delovanjem  lahko  omenimo  tudi 
kinurensko kislino iz kostanjevega medu (Turski in sod., 2016).
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Preden  predstavimo  ideje  za  nadaljnje  raziskave  pa  še  kratka  predstavitev  rabe 
najpogostejših terminov. Če pričnemo z rabo termina obnožina in obnožinski sat, izraz 
ne nakazuje, da bi šlo za bistveno spremembo na skladiščenem cvetnem prahu. Medtem, 
ko  angleška  raba  izraza  čebelji  kruhek  nakazuje,  da  gre  za  bistveno  spremembo 
cvetnega  prahu.  Vsebina  notranjosti  pelodnih  zrnc  se  tekom  procesa  staranja  ne 
spreminja (Anderson in sod., 2014), kar bi pomenilo, da je raba izraza obnožina bližje 
realni  situaciji,  kot  raba  izraza  čebelji  kruhek,  ker  ne  gre  za  drastične  spremembe 
pelodnih  zrnc.  Z  izrazom  zorenje  cvetnega  prahu  želimo  predstaviti  skladiščenje 
cvetnega prahu v satnih celicah, ter njegovo obdelavo preko čebel. To čebele storijo še 
preden satne celice zaprejo z voščenimi pokrovčki. Staranje cvetnega prahu v satnih 
celicah pa predstavlja  staranje od trenutka dalje,  ko so le  te že pokrite  z voščenimi 
pokrovčki.
5.9 USMERITVE ZA PRIHODNJE RAZISKAVE
Rezultati  naše  raziskave  nakazujejo  možnost  izboljšanja  tehnologije  čebelarjenja  v 
pridobivanju medu visoke kakovosti  s  povečanim protibakterijskim delovanjem. Ker 
slovenska  tehnologija  čebelarjenja  v  tradicionalnih  AŽ  panjih  pogosto  predstavlja 
prenos satov s čebeljim kruhkom iz plodišča v medišče bi takšen med lahko pridobili s 
točenjem medu skladiščenega nad čebeljim kruhkom. In sicer bi  lahko na tak način 
ločeno pridobili različne frakcije čebeljega kruhka iz satnih celic. S tem izpostavljamo 
predvsem čebelji kruhek s povečanim protibakterijskim in antioksidativnim delovanjem. 
Vendar pa bo za omenjen način čebelarjenja in možnostjo njegove uporabe v praksi 
potreben še dodaten razvoj novih tehnologij čebelarjenja. Stvar razvoja je tudi možnost 
tehnološke izrabe dognanj o protimikrobnem delovanju čebeljih izdelkov. To bi lahko v 
prihodnje  uporabili  pri  načrtovanju  novih  čebelarskih  izdelkov  z  visoko  dodano 
vrednostjo, ki bi postali dostopni na tržišču. To je lahko eden od pomembnih prispevkov 
k povečanju protimikrobnega delovanja slovenskega medu, ki je bil prikazan v pregledu 
(Kunčič in sod., 2012). Slednje izkoriščajo tudi že v komercialne namene pri pripravi 
oblog in obližev za rane iz kostanjevega medu. Prihodnje raziskave mehanizmov, ki bi 
omogočili višjo protibakterijsko učinkovitost medu nad čebeljim kruhkom, bi lahko po 
eni strani omogočile razvoj tehnik za proizvodnjo medu v medicini, po drugi strani pa 
tudi izboljšali zdravje čebeljih družin. 
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6 SKLEPI
Pri raziskavi smo v okviru osrednje hipoteze domnevali, da je protibakterijsko delovanje 
čebeljega kruhka odvisno od procesov predelave in zorenja v satnih celicah. Testirali 
smo  več  ničelnih  hipotez,  ki  so  predstavljene  v  spodnjih  podpoglavjih.  Pri 
raziskovalnem delu smo ovrgli vse ničelne hipoteze H01  – H05 z opombo, da lahko pri 
H03 k  biološki  aktivnosti  cvetnega prahu prispeva tudi  botanično poreklo.  Glede na 
pričakovanja so bile sprejete tudi vse alternative.
6.1 IZVOR ČEBELJEGA KRUHKA IN VPLIV NA BIOLOŠKO AKTIVNOST 
ČEBELJIH PRIDELKOV
Znotraj hipoteze H01, smo domnevali, da v profilu satnih celic ne bo prisotnih razlik v 
biološki aktivnosti cvetnega prahu. Vendar pa smo s podrobnejšo analizo vsebine satnih 
celic s skladiščenim čebeljim kruhkom opazili razlike v biološki aktivnosti. Te so bile 
izražene  tako  v  protibakterijskem  delovanju,  kot  tudi  vsebnosti  fenolnih  spojin, 
pokazatelju antioksidativnega delovanja. Do razlik v biološki aktivnosti prihaja zaradi 
plastovitosti vsebine satnih celic s skladiščenim cvetnim prahom, kar pomeni, da so bile 
postopno polnjene in da so v njih procesi zorenja potekali do neke mere ločeno. Zaradi 
zgoraj omenjenih razlik, smo alternativno hipotezo potrdili, hipotezo H01  pa smo kot 
ničelno  zavrnili.  Protibakterijsko  delovanje  smo  preverili  še  z  drugimi  kemijskimi 
značilnostmi,  preverili  smo  tudi  prispevek  mikroorganizmov, ter  procesno  obdelavo 
skladiščenega  čebeljega  kruhka  s  strani  čebel,  kar  bo  opisano  v  nadaljevanju.  V 
nadaljevanju nas je zanimal vpliv staranja na biološko aktivnost cvetnega prahu, ter kdaj 
tekom zorenja cvetnega prahu je ta vpliv najizrazitejši. Testi so bili izvedeni glede na 
protibakterijsko  delovanje  in  vsebnosti  fenolnih  spojin  pri  odkritih  satnih  celicah  s 
čebeljim kruhkom, sveže pokritih satnih celicah z medom skladiščenim nad čebeljim 
kruhkom, ter pri staranih satnih celicah. Ker smo pri raziskavi ugotovili, da je biološka 
aktivnost cvetnega prahu znotraj profila satnih celic odvisna od staranja, smo hipotezo 
H02  zavrnili. Preverili smo tudi vpliv razlik v sestavi cvetnega prahu v profilu satnih 
celic,  glede  na  biološko  aktivnost  cvetnega  prahu.  Namreč  sestava  cvetnega  prahu 
znotraj  satnih  celic  se  spreminja  od  enakomerno  založenih  satnih  celic  z  eno vrsto 
cvetnega  prahu,  pa  do  satnih  celic  z  veliko  pestrostjo  botaničnih  vrst.  Ker  lahko 
eventualno k biološki aktivnosti cvetnega prahu prispeva tudi botanično poreklo (Molan 
in Russell, 1988; Allen in sod., 1991; Vit in sod., 2009), smo hipotezo H03, da k biološki 
aktivnosti cvetnega prahu v profilu celice satja ne prispeva botanično poreklo cvetnega 
prahu zavrnili. Pri zasnovi in izvedbi biološkega poskusa smo načrtno preprečili, da bi 
botanično  poreklo  cvetnega  prahu  vplivalo  na  biološko  aktivnost  v  smislu 
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protibakterijskega delovanja.  Ima pa botanično poreklo vpliv na fenolne spojine.  Ko 
smo  preverili  vse  hipoteze  o  izvoru  biološke  aktivnosti  cvetnega  prahu  smo  s 
kemijskimi  značilnostmi  preverili  še  odvisnost  biološke  aktivnosti  cvetnega  prahu s 
prispevkom mikroorganizmov in predelavo cvetnega prahu s strani čebel.
6.2 KAKŠNA JE VLOGA MIKROORGANIZMOV PRI SKLADIŠČENJU HRANE? 
Pred pričetkom raziskave smo domnevali, da je skladiščenje hrane, predvsem čebeljega 
kruhka  pri  čebelah  odvisno  od  mikroorganizmov.  Posredno  smo  z  merjenjem 
koncentracije  mlečne  kisline  znotraj  profila  satnih  celic  želeli  preveriti  delovanje 
mlečnokislinskih  bakterij.  Ugotovili  smo,  da  verjetno  tudi  mikroorganizmi  s  svojim 
delovanjem prispevajo k biološki aktivnosti cvetnega prahu v profilu satnih celic, zato 
smo hipotezo H04 zavrnili. Vseeno pa nizke izmerjene koncentracije mlečne kisline v 
primerjavi  za  znanimi  fermetiranimi  živili  nakazujejo  na  bistveno  manjši  pomen 
mlečnokislinskih bakterij pri skladiščenju cvetnega prahu. To potrjujejo tudi raziskave 
poskusa določitve mikroorganizmov iz naših vzorcev (Sekirnik, 2015) in raziskave v 
ZDA (Anderson in sod., 2014; Anderson, 2015, glej razpravo). Predvidevali smo, da 
bodo testirane hipoteze omogočile postavitev ustreznega modela skladiščenja in zorenja 
čebeljega  kruhka,  ki  bo  vsaj  delno  razmejil  vlogo  mikroorganizmov  in  čebel,  kar 
posebej izpostavljamo v razpravi. Predpostavljali smo tudi, da bodo vsebnosti mlečne 
kisline  vplivale  na  vsebnosti  glukonske  kisline.  Vendar  pa  smo  zasledili  trend 
neodvisnega vpliva, kar pomeni, da sta mlečna kislina in glukonska kislina del dveh 
ločenih sistemov.
6.3 DOPRINOS ČEBEL PRI SKLADIŠČENJU CVETNEGA PRAHU
Kakšno vlogo imajo čebele pri skladiščenju cvetnega prahu smo posredno preverili z 
aktivnostjo  encima  glukoza  oksidaza,  ki  je  izloček  čebel.  Z  meritvami  glukonske 
kisline, kot produkta delovanja izločenega encima smo ugotovili, da čebele s svojimi 
izločki prispevajo k protibakterijskemu delovanju cvetnega prahu znotraj profila satnih 
celic. Tako smo hipotezo H05 zavrnili. 
6.4 ZNANSTVENI IN TEHNOLOŠKI IZZIVI
Naša raziskava omogoča vpogled v procese dozorevanja skladiščenega cvetnega prahu 
v satnih celicah. Rezultati podpirajo tudi nova znanstvena vprašanja, predvsem v smislu 
iskanja  ključnih  dražljajev  za  čebele  tako  v  procesu  zbiranja  cvetenega  prahu,  kot 
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njegovega  skladiščenja  v  satnih  celicah.  Pojasniti  bo  potrebno  tudi  kaj  vse  čebele 
izločajo  v  skladiščen  cvetni  prah,  dejavnike,  ki  na  to  vplivajo,  in  kako  ti  izločki 
regulirajo delovanje mikroorganizmov v skladiščenem cvetnem prahu. Ter tudi, kako to 
eventualno prispeva k biokemijskim modifikacijam sestavin cvetnega prahu. Dognanja 
omogočajo načtrovanje novih tehnologij čebelarjenja, predvsem možnosti pridobivanja 
medu  in  čebeljega  kruhka  s  povečano  biološko  aktivnostjo.  Med  s  povečanim 
protibakterijskim  delovanjem  je  zanimiv  za  medicinsko  uporabo,  predvsem  za 
zdravljenje  ran.  Različne  plasti  skladiščenega  cvetnega  prahu  pa  bi  bilo  mogoče 
uporabiti za različne čebelarske izdelke predvsem v mešanicah z medom in tudi drugimi 
čebeljimi pridelki, kot dopolnilna živila z visoko dodano vrednostjo.
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7 POVZETEK (SUMMARY)
7.1 POVZETEK
V moderni dobi narašča zanimanje za biološko aktivnost čebeljih pridelkov. Med in 
cvetni  prah  lahko pridelamo v  relativno velikih  količinah in  vsebujeta  pester  nabor 
bioloških učinkovin. Pri čemer cvetni prah izstopa s pestrostjo in delovanjem biološko 
aktivnih snovi pomembnih tako za prehrano čebel kot tudi za ljudi. Čebele cvetni prah 
skladiščijo v satne celice, ter s svojimi izločki obdelajo (Winston, 1987). Na koncu ga 
pokrijejo  z  medom,  ter  vsebino  satne  celice  zaščitijo  z  voščenim  pokrovčkom. 
Dosedanje raziskave čebeljega kruhka so bile usmerjene na proučevanju celotne vsebine 
satnih celic s čebeljim kruhkom, ter medu v mednih satnih celicah. Pri pregledovanju 
objav pa nikjer nismo zasledili proučevanja skladiščenja cvetnega prahu, ter dogajanja 
znotraj profilov satnih celic med samim skladiščenjem. 
V tem smo videli raziskovalni izziv, ter se odločili, da bo naš namen raziskave proučiti 
dogajanje znotraj satnih celic napolnjenih s čebeljim kruhkom, ter se seznaniti s procesi 
staranja,  pri  katerih nastaja zaradi vpliva čebel in mlečnokislinskih bakterij  biološko 
vrednejši čebelji kruhek. Želeli smo prikazati dogajanje znotraj profila satnih celic, ter 
pomembnejše  medsebojne  odvisnosti  raziskovanih  dejavnikov  (Podrižnik  in  Božič, 
2015).  Namen  raziskave  je  bil  na  osnovi  temeljnih  raziskav  pridobiti  zadovoljivo 
predznanje, katero bi omogočilo novosti na področju tehnologije čebelarjenja. S tem bi 
lahko  pridobili  biološko  vrednejši  čebelji  kruhek  in  nad  njim  skladiščen  med.  Pri 
raziskavah smo v posameznih plasteh čebeljega kruhka, kot tudi v medu skladiščenim 
nad čebeljim kruhkom, ter  v mednih satnih celicah preko merjenja inhibicijskih con 
proučevali predvsem protibakterijsko delovanje, z merjenjem vsebnosti fenolnih spojin 
pa antioksidativno delovanje. Dodatno smo proučili še vsebnosti mlečne in glukonske 
kisline,  ter  sladkorjev  glukoza  in  fruktoza.  Vse  to  z  namenom  razlage  predelave 
cvetnega prahu in medu, kar vpliva na njuno biološko vrednost. Z omenjenim pristopom 
lahko  v  prihodnosti  z  novimi  raziskavami  pridemo do  novih  spoznanj  na  področju 
skladiščenja hrane pri čebeljih družinah.
V raziskavi smo v okviru osrednje hipoteze domnevali, da je protibakterijsko delovanje 
čebeljega  kruhka  odvisno  od  procesov  predelave  in  zorenja  znotraj  satnih  celic.  V 
raziskavo je bilo skupno vključenih 552 vzorcev pridobljenih iz izrezov satnih celic, 
katere  smo  kasneje  selektivno  vključevali  glede  na  testiranje  raziskovalnih  hipotez. 
Vzorce smo pridobili v času kostanjeve paše, kjer smo odvzeli 5 satov s skladiščenim 
čebeljim kruhkom,  v katerem je  prevladoval  cvetni  prah  pravega kostanja,  kar  smo 
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poimenovali "čisti" tip satja. Pri enem satu, pa smo opazili tudi "mešani" tip satja, pri 
katerem  je  bila  prisotna  botanična  raznolikost  v  skladiščenem  cvetnem  prahu.  Pri 
osnovni raziskavi, kjer smo spremljali dve spremenljivki za oceno biološke aktivnosti, 
smo vključili vse vzorce (N = 144), vendar smo zaradi narave pridobljenih podatkov 
izločili vzorce čebeljega kruhka iz šestega sata, ki je vseboval botanično bolj raznolik 
cvetni  prah.  Kasneje  smo  za  dodatno  statistično  modeliranje  uporabili  le  vzorce  z 
najmočnejšim protibakterijskim delovanjem v zgornji plasti čebeljega kruhka iz vseh 
šestih satov. Ti vzorci so bili poimenovani kot vzorci iz izbranih satnih celic (N = 78). 
Tu smo poleg osnovnih dveh spremenljivk proučili  še vplive dodatnih spremenljivk, 
mlečne in glukonske kisline, ter sladkorjev glukoza in fruktoza. Pri pripravi vzorcev 
smo vsebino satne celice razdelili na spodnjo, srednjo in zgornjo plast, ter na plast medu 
skladiščenega  nad  čebeljim  kruhkom.  Ločeno  smo  pridobili  tudi  vzorce  iz  mednih 
satnih celic iz enakih satov. Glede na staranje, pa smo vzorce pridobili iz nepokritih 
satnih celic v katerih je bil skladiščen le čebelji kruhek, kasneje iz pokritih, ko so bile že 
pokrite z medom in voščenim pokrovčkom, ter ob zaključku po 4 tednih, ko je v njih že 
potekel proces staranja. Zbrane podatke smo uredili  v podatkovni bazi Excel® in jih 
statistično obdelali z različnimi on-line orodji, največ pa s statističnim orodjem R. 
Ugotovili smo, da se v vzorcih s kostanjevim medom pojavlja <1 % cvetnega prahu z 
drugačnim botaničnim poreklom. Se pa tudi znotraj teh vzorcev pogosteje pojavljajo le 
določeni tipi cvetnega prahu (Kandolf, 2011). Botanična sestava vzorcev vpliva tudi na 
vrednosti  fenolnih  spojin  (Mărghitaş  in  sod.,  2009).  Pri  naši  raziskavi  so  najvišje 
vrednosti fenolnih spojin bile prisotne v spodnjih delih profila satne celice, kjer je bila 
zastopanost cvetnega prahu pravega kostanja močno zmanjšana (preglednica 3, priloga 
H1). So pa lahko višje vsebnosti fenolnih spojin v spodnjih plasteh profila satne celice 
tudi posledica daljše presnovne aktivnosti mikroorganizmov ali razgradnje z encimi. Z 
rezultati  smo  ugotovili,  da  so  glavni  vzroki  za  protibakterijsko  delovanje  produkt 
delovanja mlečnokislinskih bakterij in procesne obdelave čebeljega kruhka s čebeljimi 
izločki. Čebele pri tem igrajo odločilno vlogo, ker z izločki prehranskih žlez slinavk 
zagotovijo  ustrezno  mikro  okolje  za  stabilizacijo  čebeljega  kruhka.  Vrednosti 
protibakterijskega delovanja v profilu satnih celic so bile največje v zgornjih plasteh 
čebeljega  kruhka  (preglednica  2)  in  ravno  obratne  z  ugotovljenimi  najvišjimi 
vrednostmi  fenolnih  spojin  v  spodnjih  plasteh  čebeljega  kruhka  (preglednica  3). 
Povišane vrednosti fenolnih spojin bi lahko bile posledica prisotnosti mikroorganizmov 
in  biokemijske  razgradnje  cvetnega  prahu.  Odvisnost  protibakterijskega  delovanja  z 
vsebnostmi  fenolnih  spojin  smo  pri  naši  raziskavi  opazili  le  pri  vzorcih  medu 
skladiščenega nad čebeljim kruhkom, ter pri medu iz mednih satnih celic.
V  nadaljevanju  raziskave  so  nas  zanimale  predvsem  odvisnosti  med  mlečno  in 
glukonsko kislino. Ker so najvišje vrednosti protibakterijskega delovanja bile prisotne v 
zgornjih plasteh čebeljega kruhka in v medu skladiščenim nad njim (preglednica 2), 
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smo  preverili  vzroke.  Vzroke  lahko  najdemo  v  čebeljih  izločkih,  s  katerimi  čebele 
zavrejo in preprečijo delovanje mlečnokislinskih bakterij v čebeljem kruhku. Ali pa so 
celo  sposobne  te  snovi  pri  obdelavi  odložiti  v  plast  medu  nad  čebeljim  kruhkom. 
Domneva,  da čebele zgornjo plast  čebeljega kruhka predelajo večkrat  in  prepoznajo 
bakterijsko  aktivnost  je  skladna  z  ugotovitvami  zapiranja  celic  čebeljega  kruhka 
onesnaženega  s  fungicidi,  z  voščenimi  pokrovci  (vanEngelsdorp  in  sod.,  2009). 
Vrednosti  glukonske  kisline  so  v  čebeljem  kruhku  mnogo  višje,  kot  pa  v  medu 
skladiščenim  nad  njim  in  v  profilu  satnih  celic  naraščajo  proti  spodnjim  plastem 
čebeljega  kruhka (preglednica  7).  Obratno je  z  vrednostmi  inhibicijskih  con,  kar  bi 
lahko pripisali zamiranju aktivnosti encimov pri staranem cvetnem prahu. Glukonska 
kislina in z njo povečana kislost ugodno prispeva k protibakterijskemu delovanju. Celo 
bolje, kot povečanje kislosti pri mlečni kislini, kar bomo opisovali kasneje. Pri poskusu 
smo  glukonsko  kislino  v  vzorcih  zaznali  z  visokotlačno  tekočinsko  kromatografijo 
(HPLC). Količina glukonske kisline in posledično povečana kislost (dejanski pH) bolje 
prispeva k protibakterijskemu delovanju, kot povečanje kislosti pri mlečni kislini. Zato 
preračunavanje iz kislosti na količino mlečne kisline, ki se pojavlja v starejši objavah, 
smatramo kot  napačno.  Domneve  lahko  podkrepimo z  raziskavo  medu,  v  kateri  so 
vrednosti bile skladne z našimi (Mato in sod., 2006). K stimuliranju izločanja čebeljih 
izločkov lahko posredno prispeva tudi prisotnost mlečnokislinskih bakterij in njihovih 
metabolitov,  predvsem  mlečne  kisline.  Ravno  zato  čebele  v  svoji  prehrani  najraje 
uporabijo  svež  delno  fermentiran  cvetni  prah  (Carroll  in  sod.,  2017).  Bistveno  je 
omeniti, da se število mlečnokislinskih bakterij v čebeljem kruhku močno zmanjša v 
časovnem razponu večjem od 96 ur  (Anderson in sod., 2014).  Ker čebele s svojimi 
izločki nadzirajo rast in razvoj mikroorganizmov v čebeljem kruhku, z dodanimi snovmi 
preko  izločkov  tudi  povečujejo  biološko  aktivnost  čebeljega  kruhka.  Med  plastmi 
čebeljega kruhka ni bilo značilnih razlik pri delovanju mlečne kisline, z izjemo zgornje 
in srednje plasti čebeljega kruhka pri odkritih satnih celicah (slika 20). Če bi nastajanje 
mlečne kisline bil proces, pri katerem bi največji prispevek bil prisoten s strani čebel, 
potem bi bila vidna močna korelacija med vsemi plastmi znotraj profila satnih celic. Če 
primerjamo  odvisnost  inhibicijskih  con  z  vrednostmi  mlečne  kisline  (slika  25a), 
opazimo trend splošne povezave inhibicijskih con z vrednostmi mlečne kisline. Zato 
mlečna  kislina  v  naši  raziskavi  velja  kot  najmočnejši  pokazatelj  protibakterijskega 
delovanja. Pri modelu 26 je delež pojasnjene variance za mlečno kislino 76,1 % (priloga 
F1 in F2). Pri kombinaciji mlečne kisline z glukonsko kislino (model 29), pa se razlaga 
protibakterijskega delovanja še izboljša. Tu je delež pojasnjene variance celo 79,5 % 
(priloga F1 in F2). Preko razlage z različnimi modeli smo pokazali, da mlečna kislina in 
glukonska  kislina  delujeta  kot  dva  povsem ločena  sistema,  zato  jasne  povezave  ali 
zanesljive  odvisnosti  med  njima  ni  zaslediti.  Izpostaviti  je  potrebno,  da  je  bil  tudi 
preprost  model  za  glukonsko  kislino  že  zadosten  za  razlago  protibakterijskega 
delovanja.
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Pri  vsebnostih  sladkorjev  fruktoze  in  glukoze  smo ugotovili,  da  je  njuna  odvisnost 
močna  in  pričakovana  (slika  26b).  V  sistemu  satne  celice  sta  bila  oba  sladkorja 
pokazatelja deleža medu prisotnega v cvetnem prahu. Glukoza je tudi substrat za encim 
glukoza  oksidaza  pri  čemer  kot  končni  produkt  nastane  glukonska  kislina,  vendar 
odvisnosti  med njima ni bilo zaslediti.  Preverili  smo tudi odvisnost med glukozo in 
fenolnimi spojinami (slika 26c), vendar se pri slednji pojavlja negativna odvisnost, kar 
bi lahko bila pokazatelj glikolizacije fenolnih spojin (Biesaga in Pyrzyńska, 2013). 
Naša  raziskava  nakazuje  možnosti  izboljšanja  tehnologije  čebelarjenja  v  ločenem 
pridobivanju medu visoke kakovosti in različnih frakcij čebeljega kruhka iz satnih celic. 
Oboje  z  namenom  pridobiti  čebelje  pridelke  s  povečanim  protibakterijskim  in 
antioksidativnim delovanjem, kateri bi v prihodnje postali dostopni na tržišču. Bo pa za 
omenjeni način čebelarjenja in možnosti njegove uporabe potreben dodaten tehnološki 
razvoj. Prihodnje raziskave bi lahko šle v smeri razvoja tehnik za proizvodnjo medu in 
čebeljega kruhka za potrebe na področju medicine  in  farmacije,  ter  tudi  izboljšanju 
zdravja čebeljih družin. 
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7.2 SUMMARY 
In  the  modern  age,  there  is  an  increasing  interest  in  the  biological  activity  of  bee 
products.  Honey and  bee  pollen  can  be  produced  in  relatively  large  quantities  and 
contain  a  diverse  set  of  biological  agents,  with  pollen  displaying  an  outstanding 
diversity and the proportion of biologically active substances important both for bee and 
human consumption. Bees store the pollen and treat it with their secretion  (Winston, 
1987).  Finally, the bees cover the bee bread with honey and protect the content of the 
honeycomb cells with a wax cap. Previous studies of bee bread have been focused on 
studying the entire content  of honeycomb cell  with the bee bread and the honey in 
honeycomb cells. However, when reviewing the articles, we did not find any study of 
the pollen storage as well as the processes inside the honeycomb cell profiles during the 
storage process itself. 
We found this intriguing and decided to base this research on studying the events within 
honeycomb cells filled with bee bread, and to familiarize with the aging processes by 
which due to the influence of bees and lactic bacteria a biologically enriched bee bread 
is made. With this, we wanted to present as the world's first to the scientific public the 
events  within  the  profile  of  honeycomb  cells,  as  well  as  the  more  important 
interdependence of the researched factors (Podrižnik and Božič, 2015). The purpose of 
the  research  was  to  obtain  insight  through  basic  analysis  which  would  enable 
innovations  in  the  field  of  beekeeping  technology.  By  doing  so,  we  could  obtain 
biologically more valuable bee bread and honey stored above it.  In the research,  in 
individual layers of bee bread as well as in honey stored above the bee bread and in the 
honeycomb cells, we mainly studied antibacterial activity by measuring the inhibition 
zone and evaluated the potential of antioxidant activity by measuring common phenols. 
In addition, we also studied the content of lactic and gluconic acid, and glucose and 
fructose  sugars.  All  this  for  the purpose of  explaining pollen  and honey processing 
which affects their biological value. With this approach, in the future with new research, 
we can find new insights into food storage in bee families.
In the context of the main hypothesis, we assumed in the research that the antibacterial 
action  of  bee  bread  depends  on  the  processes  of  processing  and  ageing  within  the 
honeycomb  cells.  In  the  research,  552  samples  were  included,  gathered  from  the 
honeycomb cells cut-outs, which we later selectively included according to the testing 
of  research  hypotheses.  We  collected  samples  at  the  time  of  the  Sweet  chestnut 
(Castanea  sativa)  pasture,  where  we selected  5  honeycomb frames  with  stored  bee 
bread,  in  which  the  pollen  of  the  genuine  Sweet  chestnut  predominated,  which  we 
named the 'pure' honeycomb type. In one frame with the honeycomb we observed a 
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'mixed' type of honeycomb with botanical diversity in stored pollen. In the basic study, 
where two variables were used to evaluate the biological activity, we included all the 
samples (N = 144). But due to the nature of the data obtained, samples of bee bread 
from  the  sixth  frame  were  excluded  as  they  contained  botanical  diverse  pollen. 
Subsequently, for additional statistical modelling only the samples with the strongest 
antibacterial action in the upper layer of bee bread from all six frames were used, which 
we named as samples from selected honeycomb cells (N = 78). In addition to the basic 
two variables, the effects of additional variables, lactic and gluconic acids, and glucose 
and fructose sugars were studied here. When preparing the samples, the contents of the 
honeycomb cell were divided into the bottom, middle and upper layers, and on the layer 
of honey stored above the bee bread. Separately, we also obtained samples only from 
honey cells from the same honeycombs. Depending on aging, however, samples were 
obtained from uncovered honeycomb cells in which only the bee bread was stored, later, 
when they were already covered with honey and wax cap and at the end of a 4-week 
period after the aging process in them had already begun. The collected data were edited 
in the Excel® database and statistically treated with various on-line tools, but mostly 
with the statistical tool R.
We found that the samples of Sweet chestnut honey contain pollen of other botanical 
groups in quantities of less than 1 %. However, even within these samples, only certain 
types of pollen occurred more often (Kandolf, 2011). The botanical composition of the 
samples also affects the values of total phenols (Mărghitaş et al., 2009). In our study, the 
highest values of common phenols were present in the lower parts of the cellular profile, 
where the representation of pollen from the Sweet chestnut was greatly reduced (table 3, 
appendix  H1).  However,  higher  levels  of  total  phenols  in  the  bottom layers  of  the 
honeycomb  cell  profile  may  also  be  due  to  the  prolonged  metabolic  activity  of 
microorganisms or degradation with enzymes. The results showed that the main causes 
of antibacterial activity are the product of the lactic acid bacteria action and process 
treatment of bee bread with bee secretions. Bees play a decisive role in this because 
salivary gland secretions provide an appropriate micro-environment for the stabilization 
of bee bread. Value of the antibacterial action through the cellular cell profile was the 
highest in the upper layers of bee bread (table 2) and exactly the reversed value of the 
common phenols in the bottom layers of the bee bread (table 3). Increased value of total 
phenols  could  be  due  to  the  presence  of  microorganisms  and  biochemical 
decomposition of pollen. In our study, the dependence between antibacterial activity and 
common phenols was observed only in samples of honey stored above bee bread, and in 
honey from honeycomb cells.
In  the  continuation  of  the  study, we were  particularly interested  in  the  relationship 
between lactic and gluconic acid. Since the highest values of antibacterial activity were 
present in the upper layers of bee bread and in the honey stored above it (table 2), we 
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examined the causes. The reason for this can be found in bee secretions, with which the 
bees ferment and thus prevent the activity of lactic bacteria in bee bread. They might 
also be able to dispose of these substances in the honey layer over the bee bread during 
processing. Assumption that the bees process the upper layer of the bee bread several 
times and recognize the bacterial activity is consistent with the findings of closing the 
cells of bee bread contaminated with fungicide with wax caps  (van Engelsdorp et al., 
2009). The values of gluconic acid are much higher in bee bread than in honey above it 
and through the profile of the honeycomb cells are rising towards the bottom layers of 
bee bread (table 7). It is the opposite with the values of the inhibition zones, which 
could  be  attributed  to  the  suppression  of  the  activity  of  enzymes  in  aged  pollen. 
Gluconic acid and its  increased acidity contribute favourably to  antibacterial  action. 
Even better than increasing acidity in lactic acid, which we will describe later. In the 
experiment,  gluconic  acid was detected by high-performance liquid chromatography 
(HPLC). The amount of gluconic acid and consequently increased acidity (actual pH) 
contribute  better  to  the  antibacterial  activity  than  increased  acidity  in  lactic  acid. 
Therefore,  conversion from acidity to the amount of lactic acid that occurs in older 
publication is considered to be inaccurate. These assumptions can be supported with a 
newer study of honey in which the values in the study were in line with ours (Mato et 
al.,  2006).  The  presence  of  lactic  acid  bacteria  can  indirectly  contribute  to  the 
stimulation  of  excretion  of  bee  secretions.  Such  antibacterial  activity  is  due  to  the 
metabolic products in microorganisms, especially lactic acid. It is for this reason that the 
bees prefer to use fresh, partially fermented pollen in their diet (Carroll et al., 2017). It 
is important to note that the number of lactic bacteria in bee bread is greatly reduced 
over a time span greater than 96 hours (Anderson et al., 2014). Because bees with their 
secretions control the growth and development of microorganisms in bee bread, they 
also  increase  the  biological  activity  of  bee  bread  with  added  substances  through 
excretions. There was no significant difference in the behaviour of lactic acid between 
the layers of bee bread with the exception of the upper and middle layer of bee bread in 
open honeycomb cells (figure 20). If the formation of lactic acid was a process in which 
the contribution would be at the expense of the bees, then a strong correlation would be 
visible between all  the layers within the honeycomb cell  profile.  If  we compare the 
dependence of the inhibition zones with values of lactic acid (figure 25a), a trend of 
general link of the inhibition zones with lactic acid values can be observed. Therefore, 
in  our  study lactic  acid  is  considered  the  most  powerful  indicator  of  antimicrobial 
action.  In  model  26,  the  proportion of  variance explained for  lactic  acid is  76.1 % 
(appendix F1 and F2). In combination of lactic acid with gluconic acid (model 29), the 
interpretation  of  antibacterial  activities  improves.  Here,  the  proportion  of  explained 
variance is even 79.5 % (appendix F1 and F2). Through the interpretation of different 
models, we have shown that lactic acid and gluconic acid act as two completely separate 
systems, therefore a clear connection or reliable dependencies between them are not 
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found.  It  is  necessary to  point  out  that  even a  simple  model  for  gluconic  acid  was 
already sufficient for the interpretation of antibacterial activities.
As for  the  contents  of  the  fructose  and glucose  sugars,  we found their  dependence 
strong and expected (figure 26b). In the system of the honeycomb cells, both sugars 
were indicative of the proportion of honey present in pollen. Glucose is also a substrate 
for the enzyme glucose oxidase where gluconic acid is formed as the end product, but 
the  dependencies  between  them were  not  found.  We also  checked  the  dependency 
between glucose and total phenols (figure 26c), but the latter appears negative, which 
might be an indicator of glycosylation of total phenols (Biesaga and Pyrzyńska, 2013).
This research indicates the possibility of improving the technology of beekeeping in 
separate  extraction  of  high quality honey and different  fractions  of  bee  bread  from 
honeycomb cells.  Both  serve  the  purpose  of  obtaining  bee  products  with  increased 
antibacterial and antioxidant efficacy, which would in the future become available on 
the market. However, the aforementioned method of beekeeping and the possibility of 
its use will require additional technological development. Future research could move in 
the direction of development of techniques for the production of honey and bee bread 
for the needs in the field of medicine and pharmacy, as well as improving health of bee 
families. 
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koristne podatke. Za vzpodbudo skozi leta nastajanja naloge se iskreno zahvaljujem še 
preostalim članom družine.    
Finančno pomoč pri raziskavi nam je omogočilo Ministrstvo za visoko šolstvo, znanost 
in tehnologijo Republike Slovenije (štipendija B.P.,  št.  222-39, zaposlen pri J.B.) ter 
delno  skozi  izvedbo  projekta  V4-1114,  ki  ga  je  financirala  Agencija  raziskovalne 
dejavnosti  Republike  Slovenije  in  Ministrstvo  za  kmetijstvo  in  okolje  Republike 
Slovenije. Poleg zgoraj omenjenih se za finančno pomoč zahvaljujemo še programski 
skupini  P1-0184,  Integrativna  zoologija  in  speleobiologija  pod  vodstvom  dr.  Jasne 
Štrus.
Vsem se še enkrat najlepše zahvaljujem!
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PRILOGE
Priloga A1: Pregled glavnih podatkov za protibakterijsko delovanje v osnovni raziskavi (mm)
Appendix A1: Review of the main data on the antibacterial performance in the primary research (mm)
PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 40 40 40 40 40 40 40 20 40 40 40 40
xx 8,87 8,97 8,45 14,54 14,37 9,01 7,47 11,03 14,30 12,17 7,56 6,63
SD 4,97 4,73 4,03 5,76 4,96 3,10 1,74 2,46 6,34 5,79 2,09 1,14
SN 0,79 0,75 0,64 0,91 0,78 0,49 0,27 0,55 1,00 0,91 0,33 0,18
maks. 22 25 21 30,62 24,8 21,01 11,8 14,8 31,93 27,75 14,19 9,52
min. 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Q1 6 6 6 10,85 10 6 6 9,94 9,80 6 6 6
M 6 6 6 13,88 14,90 8,81 6 11,57 13,91 11,14 6 6
Q3 10 10,25 9 16,44 17,56 9,72 8,65 12,74 16,59 16,00 8,67 6,5
SD – standardna deviacija; SN – standardna napaka; maks. – najvišja vrednost; min. – najnižja vrednost; 
Q1 – prvi kvartil; Q3 – tretji kvartil; M – mediana;  – povprečje; N – število vzorcev; * medna satnaxx  
celica. CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast cvetnega prahu iz 
prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – med nad cvetnim 
prahom
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Priloga A2: Pregled glavnih podatkov za fenolne spojine v osnovni raziskavi (mg/g)
Appendix A2: Review of the main data of phenolic compounds in the primary research (mg/g)
FENOLNE SPOJINE
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 40 40 40 40 40 40 40 20 40 40 40 40
xx 0,55 0,71 0,84 0,12 0,89 1,36 1,47 0,14 0,21 0,78 1,26 1,61
SD 0,21 0,30 0,38 0,069 0,32 0,53 0,50 0,038 0,087 0,29 0,37 0,44
SN 0,034 0,048 0,060 0,011 0,050 0,084 0,078 0,008 0,014 0,046 0,058 0,069
maks. 1,20 1,36 1,68 0,31 1,54 3,41 3,56 0,24 0,51 1,50 2,75 3,16
min. 0,24 0,32 0,24 0,00 0,30 0,75 1,07 0,062 0,087 0,38 0,73 0,97
Q1 0,40 0,44 0,52 0,076 0,65 1,07 1,19 0,12 0,15 0,58 1,07 1,39
M 0,53 0,65 0,77 0,11 0,85 1,27 1,33 0,13 0,19 0,68 1,22 1,61
Q3 0,64 0,98 1,13 0,16 1,15 1,36 1,54 0,15 0,25 0,98 1,35 1,77
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B1: Pregled glavnih podatkov za protibakterijsko delovanje v izbranih satnih celicah (mm)
Appendix B1: Review of the main data on the antibacterial performance in selected comb cells (mm)
PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 11,98 11,27 8,17 15,92 18,44 10,47 7,78 11,63 14,21 18,88 8,18 7,07
SD 5,74 7,00 2,64 8,93 3,74 1,84 2,25 1,91 3,58 7,28 1,19 1,18
SN 2,35 2,86 1,08 3,65 1,53 0,75 0,92 0,55 1,46 2,97 0,49 0,48
maks. 22 25 13 30,62 24,8 13,03 11,6 14,8 17,56 27,75 9,46 8,23
min. 6 6 6 6 14,56 8,71 6 8,63 8,38 7,77 6 6
M 12 9,5 7,5 16,14 17,24 9,78 7,21 11,69 14,73 20,62 8,45 7,01
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B2: Pregled glavnih podatkov za fenolne spojine v izbranih satnih celicah (mg/g)
Appendix B2: Review of the main data of phenolic compounds in selected comb cells (mg/g)
FENOLNE SPOJINE
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 1,08 0,93 1,18 0,13 1,15 1,97 1,69 0,15 0,22 0,78 1,39 1,61
SD 0,78 0,57 0,76 0,060 0,59 1,46 0,77 0,041 0,041 0,39 0,79 0,37
SN 0,32 0,23 0,31 0,024 0,24 0,60 0,32 0,012 0,017 0,16 0,32 0,15
maks. 2,58 1,85 2,37 0,23 2,19 4,49 3,09 0,24 0,27 1,50 2,94 2,24
min. 0,46 0,33 0,40 0,051 0,63 0,94 1,15 0,084 0,16 0,38 0,78 1,08
M 0,82 0,75 1,10 0,11 1,04 1,20 1,30 0,14 0,22 0,70 1,20 1,59
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B3: Pregled glavnih podatkov za mlečno kislino v izbranih satnih celicah (mg/g)
Appendix B3: Review of the main data of lactic acid in selected comb cells (mg/g)
MLEČNA KISLINA
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 0,24 0,30 0,23 0,42 0,35 0,23 0,20 0,15 0,18 0,54 0,19 0,22
SD 0,13 0,33 0,13 0,61 0,21 0,054 0,052 0,069 0,11 0,50 0,090 0,024
SN 0,055 0,13 0,052 0,25 0,086 0,022 0,021 0,020 0,047 0,20 0,037 0,010
maks. 0,51 0,95 0,46 1,66 0,65 0,33 0,27 0,29 0,40 1,29 0,34 0,25
min. 0,15 0,084 0,080 0,053 0,13 0,19 0,11 0,080 0,066 0,11 0,080 0,20
M 0,20 0,17 0,20 0,22 0,32 0,21 0,20 0,12 0,16 0,30 0,18 0,21
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B4: Pregled glavnih podatkov za glukonsko kislino v izbranih satnih celicah (mg/g)
Appendix B4: Review of the main data of gluconic acid in selected comb cells (mg/g)
GLUKONSKA KISLINA
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 47,23 59,84 60,04 18,56 65,94 60,61 66,22 8,10 19,24 48,63 65,68 80,43
SD 24,15 27,12 30,05 15,96 40,01 35,20 28,47 6,85 13,25 19,38 12,02 19,37
SN 9,86 11,07 12,27 6,51 16,33 14,37 11,62 1,98 5,41 7,91 4,91 7,91
maks. 79,58 110,46 114,79 46,82 131,56 127,56 115,49 19,80 39,81 69,39 83,93 99,65
min. 15,47 38,03 31,82 3,60 25,69 30,55 26,39 0 0 17,52 52,52 45,45
M 45,78 50,85 52,96 12,09 60,10 53,08 63,75 9,36 21,38 54,61 64,24 84,95
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B5: Pregled glavnih podatkov za glukozo v izbranih satnih celicah (mg/g)
Appendix B5: Review of the main data of glucose in selected comb cells (mg/g)
GLUKOZA
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 127,46 127,32 110,01 277,13 153,76 144,66 127,46 386,89 333,87 202,36 194,52 148,79
SD 47,58 43,47 24,72 55,54 72,52 45,56 45,12 45,65 44,18 54,52 46,53 40,06
SN 19,43 17,75 10,09 22,67 29,61 18,60 18,42 13,18 18,04 22,26 19,00 16,36
maks. 215,55 174,83 134,03 318,53 232,80 211,08 180,95 463,45 394,98 274,76 262,65 194,30
min. 80,57 69,05 78,95 169,66 57,54 104,55 49,38 313,17 269,33 129,17 128,46 93,30
M 121,12 146,39 116,66 295,62 155,64 129,80 138,74 391,50 326,14 212,55 194,88 162,09
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga B6: Pregled glavnih podatkov za fruktozo v izbranih satnih celicah (mg/g)
Appendix B6: Review of the main data of fructose in selected comb cells (mg/g)
FRUKTOZA
tip odkrit tip satja pokrit tip satja staran tip satja
plast CPzg CPsr CPsp mcp CPzg CPsr CPsp m* mcp CPzg CPsr CPsp
N 6 6 6 6 6 6 6 12 6 6 6 6
xx 143,73 173,19 152,58 360,52 228,39 206,39 189,40 477,97 449,37 296,17 291,94 239,47
SD 76,82 43,33 17,16 68,85 105,01 61,25 62,52 66,08 54,21 86,05 68,83 57,89
SN 31,36 17,69 7,01 28,11 42,87 25,01 25,53 19,08 22,13 35,13 28,10 23,63
maks. 257,96 219,83 166,40 410,29 347,87 298,61 239,77 595,42 507,49 423,12 392,10 298,67
min. 25,34 116,84 125,91 225,65 82,75 137,39 71,26 362,57 348,33 190,51 199,37 144,32
M 150,89 187,40 161,39 376,93 238,83 190,24 215,47 474,01 458,19 308,34 304,22 256,28
Za okrajšave glej prilogo A1.
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Priloga C1: Inhibicijske cone in fenolne spojine predstavljeni v plasti medu nad čebeljim kruhkom (mcp)  
pri glavnem poskusu
Appendix C1: Inhibition zones and phenolic compounds presented in layer of honey above the bee bread 
(hab) in the main research
 Odkrite Pokrite Starane
 IC FS IC FS IC FS
 (mm) (mg/g) (mm) (mg/g) (mm) (mg/g)
mcp / / 6 0,037 6 0,173
 / / 14,5 0,112 6 0,087
 / / 11,7 0,112 6 0,346
 / / 13,3 0,170 8,4 0,206
 / / 12,3 0,041 15,5 0,119
 / / 9,7 0,076 6 0,148
 / / 14,7 0,091 15,8 0,242
 / / 14 0,058 13,9 0,191
 / / 19,8 0,231 16,7 0,134
 / / 21,8 0,098 16,5 0,155
 / / 21,6 0,202 30,2 0,389
 / / 26,6 0,249 15,3 0,242
 / / 27,2 0,191 31,9 0,245
 / / 30,6 0,234 19,7 0,163
 / / 8,7 0,170 25,9 0,392
 / / 22,5 0,310 29,7 0,514
 / / 14,6 0,159 16,1 0,159
 / / 19 0,137 9,6 0,188
 / / 15,2 0,145 17,2 0,209
 / / 16,3 0,094 14,7 0,116
 / / 12,8 0,105 19,3 0,119
 / / 16 0,173 17,4 0,148
 / / 13,7 0,055 10,2 0,166
 / / 16,7 0,148 10,9 0,155
 / / 7 0,109 13,8 0,252
 / / 12 0,209 10,2 0,270
 / / 14,5 0,155 9,1 0,166
 / / 15,3 0,105 14,9 0,245
 / / 13,6 0,116 14,2 0,227
 / / 17,8 0,116 17,6 0,267
 / / 13,7 0,127 13,9 0,216
 / / 15,5 0,076 13,9 0,224
 / / 7,9 0,000 10,7 0,285
 / / 8,4 0,001 8,9 0,112
 / / 10,7 0,076 8,2 0,145
 / / 12,3 0,076 9,7 0,127
 / / 10,6 0,048 12,5 0,159
 / / 10,9 0,127 12,9 0,256
 / / 6 0,015 12,9 0,256
 / / 6 0,112 9,8 0,191
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Priloga C2: Inhibicijske cone in fenolne spojine predstavljeni v zgornji plasti čebeljega kruhka (CPzg) pri  
glavnem poskusu
Appendix C2: Inhibition zones and phenolic compounds presented in upper layer of bee bread (bul) in the 
main research
 Odkrite Pokrite Starane
 IC FS IC FS IC FS
 (mm) (mg/g) (mm) (mg/g) (mm) (mg/g)
CPzg 6 0,794 9,3 0,475 6 0,543
 6 0,920 14,6 0,661 6 0,643
 6 0,823 6 0,529 6 0,529
 6 0,346 10 0,733 7,8 0,837
 6,9 1,203 12,3 0,762 6 0,654
 6 0,529 6 0,482 6 1,085
 6 0,439 6 0,719 6 0,582
 6 1,013 7,8 0,536 6 0,669
 21 0,525 22,7 1,372 19,9 0,611
 16 0,396 18,9 1,178 23,2 0,726
 13 0,529 20 1,149 10,6 1,103
 18 0,313 21,5 1,124 10,4 0,966
 22 0,432 21,3 1,096 22,1 1,318
 6 0,270 24,8 1,375 10,9 1,501
 18 0,471 18 1,497 15,4 1,128
 22 0,464 21,9 1,221 19,2 1,178
 9 0,471 15,7 1,157 12,5 0,862
 6 0,364 16,2 1,232 13,9 0,493
 6 0,367 15 1,009 22,6 0,568
 6 0,486 13,5 1,537 9,5 1,436
 6 0,597 15,7 1,002 8,8 0,410
 10 0,242 10,6 0,887 12,5 0,712
 11 0,787 9,6 0,701 10,1 0,507
 6 0,292 13,7 0,704 11,9 0,683
 6 0,608 8,6 1,060 11,4 0,669
 6 0,791 14,8 1,225 7,9 0,593
 6 0,676 15,2 0,855 6 0,468
 6 0,844 10 0,489 6 0,676
 6 0,503 16,9 0,547 6 0,719
 6 0,661 18,3 0,625 13,3 0,378
 6 0,536 17,2 0,755 6 0,597
 6 0,564 9,2 0,593 10 0,547
 6 0,396 15,9 0,503 12,7 1,289
 6 0,288 12,8 0,931 11,8 1,135
 8 0,381 8,9 0,672 18,2 0,503
 10 0,600 10,1 0,295 16,3 0,934
 13 0,582 15,6 0,672 16,3 1,035
 7 0,629 17,4 0,981 27,8 0,676
 6 0,579 12,5 1,218 15,9 0,722
 6 0,435 20,6 0,844 18,1 0,625
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Priloga C3: Inhibicijske cone in fenolne spojine predstavljeni v srednji plasti čebeljega kruhka (CPsr) pri 
glavnem poskusu
Appendix C3: Inhibition zones and phenolic compounds presented in middle layer of bee bread (bml) in 
the main research
 
 Odkrite Pokrite Starane
 IC FS IC FS IC FS
 (mm) (mg/g) (mm) (mg/g) (mm) (mg/g)
CPsr 6 1,210 8,2 1,196 6 1,419
 6 1,024 9,2 1,038 6 1,250
 6 0,995 6 0,956 6 1,020
 6 0,977 6 1,146 7,8 1,203
 6,6 1,365 6 1,024 6 1,135
 6 0,902 6 0,988 6 1,325
 6 1,128 6 1,074 6 0,870
 6 1,088 6 1,027 6 0,927
 21 0,600 9 1,358 6 1,139
 19 0,629 8,7 1,576 9,5 0,870
 15 0,428 14,1 1,182 14 1,289
 15 0,435 21 0,747 8,4 1,218
 15 0,690 10,7 1,361 6 1,279
 10 0,489 12,4 1,361 9,3 1,505
 14 0,349 13,4 1,307 9 1,318
 25 0,751 12,5 1,189 10,5 1,770
 6 0,773 9,5 1,318 6 2,746
 6 0,593 8,7 3,005 6 0,844
 6 0,331 11,5 2,746 6 1,332
 6 0,399 12,9 1,060 6 1,846
 12 0,435 7,5 1,379 6 0,730
 6 0,331 8,1 1,688 8,8 1,157
 10 0,550 8,9 1,325 8,4 0,974
 6 0,787 8,8 3,414 7,9 1,436
 6 0,407 6 1,304 7,4 1,221
 6 0,708 9,3 1,088 6 1,142
 6 0,385 6 1,228 6 1,135
 6 0,747 9,5 0,981 6 1,246
 6 1,042 9,1 1,286 6 1,142
 6 0,543 10,4 0,941 8,4 0,780
 6 0,629 9,2 1,386 7,9 1,085
 6 0,776 9,1 1,131 6 1,508
 9 1,171 6 1,329 10 1,243
 7 0,324 6 1,393 6 1,953
 10 0,482 7 1,218 14,2 0,830
 12 1,361 7,8 1,300 8,6 0,920
 11 0,328 8,9 1,354 9 1,548
 7 0,665 6 1,257 8,9 1,203
 8 1,020 6 1,573 8,4 1,318
 6 0,597 13 0,970 6 1,419
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Priloga C4: Inhibicijske cone in fenolne spojine predstavljeni v spodnji plasti čebeljega kruhka (CPsp) pri  
glavnem poskusu
Appendix C4: Inhibition zones and phenolic compounds presented in bottom layer of bee bread (bbl) in 
the main research
 Odkrite Pokrite Starane
 IC FS IC FS IC FS
 (mm) (mg/g) (mm) (mg/g) (mm) (mg/g)
CPsp 6 1,239 8,3 1,325 6 1,440
 6 1,207 6 1,228 6 1,770
 6 0,913 9,4 1,458 6 1,670
 6 1,415 6 1,250 8,2 1,573
 6 1,257 6 1,074 6 1,128
 6 1,042 6 1,117 6 1,648
 6 1,167 6 1,340 6 0,974
 6 1,433 6 1,074 6 1,275
 21 0,665 8,6 1,157 9,5 1,024
 16 0,471 8,7 1,106 6 1,648
 17 0,460 9,6 1,275 9,3 1,415
 9 0,532 8,5 1,117 8,3 1,422
 16 0,550 7,9 1,232 6 1,415
 11 0,611 11,6 1,149 6 1,548
 18 0,471 10,2 1,386 8,6 1,684
 13 0,396 11,8 1,139 8,5 1,925
 6 1,121 6 1,480 6 3,163
 6 0,801 6 2,111 6 1,490
 6 0,242 8,2 2,825 6 2,237
 6 0,608 10,2 1,325 6 1,989
 7 1,092 6 1,548 6 1,408
 12 0,392 6 1,192 8,7 1,637
 9 0,460 8,8 1,182 6 1,749
 6 0,317 8 1,878 6 1,297
 6 0,450 6 1,196 6 1,749
 6 0,913 6 1,218 6 0,988
 6 0,636 8,6 1,476 6 1,774
 6 0,938 6 1,677 6 2,811
 6 1,110 6 1,537 6 1,207
 6 0,704 8,7 1,218 8 1,078
 6 0,730 8,8 1,253 8,3 1,444
 6 0,726 8,5 1,067 6 1,767
 8 1,526 6 1,458 8 1,925
 9 1,228 6 1,401 6 1,612
 7 0,550 6 1,903 6 1,121
 6 1,404 6 3,561 6 1,340
 7 1,677 6 1,978 6 1,939
 7 0,880 6 1,580 6 1,605
 12 0,898 6 2,111 6 1,777
 7 0,428 8,4 1,368 6 1,907
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Priloga C5: Inhibicijske cone in fenolne spojine predstavljene med plastmi pri izbranih satnih celicah 
posameznega "otoka". CPzg – zgornja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsr – srednja plast  
cvetnega prahu iz prereza satne celice; CPsp – spodnja plast cvetnega prahu iz prereza satne celice; mcp – 
med nad cvetnim prahom
Appendix C5: Inhibition zones and phenolic compounds presented through layers in selected comb cells 
of separate "island". bul – bee bread from upper layer of comb cell; bml – bee bread from middle layer of 
comb cell; bbl – bee bread from bottom layer of comb cell; hab – honey stored above bee bread  
X Odkrite Pokrite Starane
 IC FS IC FS IC FS
 (mm) (mg/g) (mm) (mg/g) (mm) (mg/g)
mcp  /   / 14,5 0,112 8,4 0,206
  /  / 30,6 0,234 16,5 0,155
  /  / 19 0,137 17,2 0,209
  /  / 17,8 0,116 17,6 0,267
  /  / 6 0,112 12,9 0,256
  /  / 7,6 0,051 12,6 0,238
CPzg 6,9 1,203 14,6 0,661 7,8 0,837
 22 0,464 24,8 1,375 23,2 0,726
 11 0,787 16,2 1,232 22,6 0,568
 6 0,844 18,3 0,625 13,3 0,378
 13 0,582 20,6 0,844 27,8 0,676
 13 2,578 16,2 2,190 18,7 1,501
CPsr 6,6 1,365 9,2 1,038 7,8 1,203
 25 0,751 12,4 1,361 9,5 0,870
 10 0,550 8,7 3,005 6 1,332
 6 0,747 10,4 0,941 8,4 0,780
 11 0,328 13 0,970 8,9 1,203
 9 1,849 9,1 4,487 8,5 2,944
CPsp 6 1,257 6 1,228 8,2 1,573
 13 0,396 11,6 1,149 6 1,648
 9 0,460 6 2,111 6 2,237
 6 0,938 8,7 1,218 8 1,078
 7 1,677 8,4 1,368 6 1,605
 8 2,373 6 3,094 8,2 1,526
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Priloga D1: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (IC) po modelu "čebelji kruhek"
Appendix D1: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (IZ) of model "bee bread"
 
> av1 <-aov (IC~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="mcp"&plast!="m"))
> summary (av1)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          2   27.8    13.9   0.747   0.4793    
plast        2  742.2   371.1  19.971 6.19e-07 ***
tip:plast    4  185.5    46.4   2.495   0.0561 .  
Residuals   45  836.2    18.6                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av1, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = IC ~ tip + plast + tip * plast, subset = (plast != "mcp" & plast != 
"m"))
$plast
            diff       lwr       upr     p adj
CPsr-CPsp 2.296111 -1.186443  5.778665 0.2570016 
CPzg-CPsp 8.757222  5.274668 12.239776 0.0000007
CPzg-CPsr 6.461111  2.978557  9.943665 0.0001404 
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Priloga D2: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (IC) po modelu "čebelji kruhek z 
medom"
Appendix D2: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (IZ) of model "bee bread with 
honey"
> av1 <-aov (IC~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av1)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1   13.7    13.7   0.641    0.428    
plast        3  962.7   320.9  15.023 1.07e-06 ***
tip:plast    3   13.0     4.3   0.202    0.894    
Residuals   40  854.4    21.4                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av2, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = IC ~ plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$plast
             diff        lwr        upr     p adj
CPsp-mcp  -7.634167 -12.511891 -2.7564421 0.0007648  
CPsr-mcp  -5.740000 -10.617725 -0.8622754 0.0153136
CPzg-mcp   3.593333  -1.284391  8.4710579 0.2160118
CPsr-CPsp  1.894167  -2.983558  6.7718913 0.7289109
CPzg-CPsp 11.227500   6.349775 16.1052246 0.0000012
CPzg-CPsr  9.333333   4.455609 14.2110579 0.0000389 
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Priloga D3: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (FS) po modelu "čebelji kruhek z  
medom" 
Appendix D3: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (PC) of model "bee bread with  
honey"
> av3 <-aov (FS~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av3) 
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1  0.665   0.665   1.328    0.256    
plast        3 18.148   6.049  12.089 9.02e-06 ***
tip:plast    3  0.806   0.269   0.537    0.660    
Residuals   40 20.016   0.500                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av4, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = FS ~ plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$plast
              diff         lwr        upr     p adj
CPsp-mcp   1.47847774  0.71676043 2.24019506 0.0000305
CPsr-mcp   1.50329846  0.74158115 2.26501578 0.0000229
CPzg-mcp   0.79336599  0.03164868 1.55508330 0.0383477
CPsr-CPsp  0.02482072 -0.73689659 0.78653804 0.9997602
CPzg-CPsp -0.68511175 -1.44682907 0.07660556 0.0916344
CPzg-CPsr -0.70993248 -1.47164979 0.05178484 0.0757489 
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Priloga D4: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (FS) po modelu "medeni vzorci"
Appendix D4: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (PC) of model "honey samples"
 
> av2 <-aov (FS~tip, subset=(plast=="mcp"))
> summary (av2)
            Df  Sum Sq  Mean Sq F value Pr(>F)   
tip          1 0.02679 0.026790   10.24 0.0095 **
Residuals   10 0.02617 0.002617                  
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av2, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = FS ~ tip, subset = (plast == "mcp"))
$tip
          diff        lwr       upr     p adj
s-p 0.09449817 0.02868745 0.1603089 0.0095013  
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Priloga D5: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (GK) po modelu "čebelji kruhek z 
medom" 
Appendix D5: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (GA) of model "bee bread with 
honey"
> av7 <-aov (GK~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av7)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1      5       5   0.009    0.927    
plast        3  20366    6789  10.916 2.26e-05 ***
tip:plast    3   1578     526   0.846    0.477    
Residuals   40  24877     622                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> av71 <-aov (GK~plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av71)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
plast        3  20366    6789   11.29 1.28e-05 ***
Residuals   44  26460     601                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD(av71)
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = GK ~ plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$plast
              diff       lwr      upr     p adj
CPsp-mcp   54.426576  27.69637 81.15678 0.0000131
CPsr-mcp   44.245554  17.51535 70.97576 0.0003606
CPzg-mcp   38.383958  11.65375 65.11416 0.0021750
CPsr-CPsp -10.181023 -36.91123 16.54918 0.7404507
CPzg-CPsp -16.042618 -42.77282 10.68759 0.3878040
CPzg-CPsr  -5.861595 -32.59180 20.86861 0.9359353 
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Priloga D6: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (GK) po modelu "medeni vzorci"
Appendix D6: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (GA) of model "honey samples"
> av10 <-aov (GK~plast, subset=(plast=="mcp"|plast=="m"))
> summary (av10)
            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)  
plast        1  699.4   699.4   5.766 0.0252 * 
Residuals   22 2668.3   121.3                 
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av10,"plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = GK ~ plast, subset = (plast == "mcp" | plast == "m"))
$plast
          diff       lwr       upr    p adj
m-mcp -10.79637 -20.12058 -1.472161 0.025225
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Priloga D7: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Glu) po modelu "čebelji kruhek"
Appendix D7: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Glu) of model "bee bread"
 
> av8 <-aov (Glu~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="mcp"&plast!="m"))
> summary (av8)
            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)   
tip          2  33864   16932   7.299 0.0018 **
plast        2  10802    5401   2.328 0.1091   
tip:plast    4   2594     648   0.280 0.8897   
Residuals   45 104391    2320                  
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> av9 <-aov (Glu~tip+plast, subset=(plast!="mcp"&plast!="m"))
> summary (av9)
            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)   
tip          2  33864   16932   7.755 0.00119 **
plast        2  10802    5401   2.474 0.09474 . 
Residuals   49 106985    2183                   
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av9, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Glu ~ tip + plast, subset = (plast != "mcp" & plast != "m"))
$tip
        diff        lwr      upr     p adj
p-o 20.36133 -17.283452 58.00612 0.3979959
s-o 60.29151  22.646720 97.93629 0.0009217  
s-p 39.93017   2.285387 77.57496 0.0353430
> TukeyHSD (av9, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Glu ~ tip + plast, subset = (plast != "mcp" & plast != "m"))
$plast
            diff        lwr      upr     p adj
CPsr-CPsp 26.74870 -10.896084 64.39349 0.2089990
CPzg-CPsp 32.44158  -5.203204 70.08637 0.1039106
CPzg-CPsr  5.69288 -31.951905 43.33767 0.9291166
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Priloga D8: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Glu) po modelu "čebelji kruhek z 
medom" 
Appendix D8: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Glu) of model "bee bread with 
honey"
> av8 <-aov (Glu~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av8)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1  23374   23374   8.841  0.00497 ** 
plast        3 196147   65382  24.731 3.24e-09 ***
tip:plast    3   2196     732   0.277  0.84172    
Residuals   40 105748    2644                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> av9 <-aov (Glu~tip+plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av9)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1  23374   23374   9.311  0.00389 ** 
plast        3 196147   65382  26.045 9.23e-10 ***
Residuals   43 107944    2510                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av9, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Glu ~ tip + plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$tip
        diff      lwr      upr     p adj
s-p 44.13412 14.96557 73.30268 0.0038942  
> TukeyHSD (av9, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Glu ~ tip + plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$plast
               diff        lwr        upr     p adj
CPsp-mcp   -167.375182 -222.03842 -112.71194 0.0000000
CPsr-mcp   -135.906153 -190.56939  -81.24292 0.0000002
CPzg-mcp   -127.437805 -182.10104  -72.77457 0.0000010
CPsr-CPsp    31.469029  -23.19421   86.13227 0.4240422
CPzg-CPsp    39.937377  -14.72586   94.60061 0.2219715
CPzg-CPsr     8.468348  -46.19489   63.13159 0.9757785  
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Priloga D9: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Glu) po modelu "medeni vzorci" 
Appendix D9: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Glu) of model "honey samples"
> av11 <-aov (Glu~plast, subset=(plast=="mcp"|plast=="m"))
> summary (av11)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
plast        1  39745   39745   15.14 0.000787 *** 
Residuals   22  57767    2626                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av11,"plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Glu ~ plast, subset = (plast == "mcp" | plast == "m"))
$plast
         diff      lwr      upr     p adj
m-mcp 81.38871 38.00431 124.7731 0.0007873
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Priloga D10: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Fru) po modelu "čebelji kruhek" 
Appendix D10: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Fru) of model "bee bread"
> av10 <-aov (Fru~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="mcp"&plast!="m"))
> summary (av10) 
            Df Sum Sq Mean Sq F value  Pr(>F)    
tip          2 129010   64505  13.740 2.2e-05 ***
plast        2  10443    5222   1.112   0.338    
tip:plast    4   8858    2214   0.472   0.756    
Residuals   45 211268    4695                    
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> av11 <-aov (Fru~tip+plast, subset=(plast!="mcp"&plast!="m"))
> summary (av11) 
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          2 129010   64505  14.359 1.24e-05 ***
plast        2  10443    5222   1.162    0.321    
Residuals   49 220125    4492                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av11, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Fru ~ tip + plast, subset = (plast != "mcp" & plast != "m"))
$tip
         diff       lwr      upr     p adj
p-o  51.56202 -2.436053 105.5601 0.0640682
s-o 119.35886 65.360794 173.3569 0.0000070 
s-p  67.79685 13.798778 121.7949 0.0105619 
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Priloga D11: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Fru) po modelu "čebelji kruhek z 
medom" 
Appendix D11: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Fru) of model "bee bread with 
honey"
> av10 <-aov (Fru~tip+plast+tip*plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av10)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1  64055   64055  12.242  0.00116 ** 
plast        3 253748   84583  16.165 4.91e-07 ***
tip:plast    3   2886     962   0.184  0.90675    
Residuals   40 209299    5232                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> av11 <-aov (Fru~tip+plast, subset=(plast!="m"&tip!="o"))
> summary (av11)
            Df Sum Sq Mean Sq F value   Pr(>F)    
tip          1  64055   64055   12.98 0.000811 ***
plast        3 253748   84583   17.14 1.81e-07 ***
Residuals   43 212186    4935                     
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av11, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Fru ~ tip + plast, subset = (plast != "m" & tip != "o"))
$tip
        diff      lwr      upr     p adj
s-p 73.06095 32.16572 113.9562 0.0008111  
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Priloga D12: Pregled statistično značilnih modelov za Tukey HSD test (Fru) po modelu "medeni vzorci" 
Appendix D12: Review of specific statistic models for Tukey HSD test (Fru) of model "honey samples"
> av6 <-aov (Fru~tip, subset=(plast=="mcp"))
> summary (av6)
            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)  
tip          1  23685   23685   6.169 0.0323 *  
Residuals   10  38395    3840                 
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av6, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Fru ~ tip, subset = (plast == "mcp"))
$tip
        diff      lwr      upr     p adj
s-p 88.85328 9.142028 168.5645 0.0323382 
> av12 <-aov (Fru~plast, subset=(plast=="mcp"|plast=="m"))
> summary (av12)
            Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)  
plast        1  31994   31994   6.392 0.0191 * 
Residuals   22 110113    5005                 
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
> TukeyHSD (av12, "plast")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = Fru ~ plast, subset = (plast == "mcp" | plast == "m"))
$plast
         diff      lwr      upr     p adj
m-mcp 73.02295 13.12461 132.9213 0.0191445
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Priloga D13: Pregled značilnega modela  FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip * plast (model 5 in 6)  za 
Tukey HSD test po modelu "čebelji kruhek" in "čebelji kruhek z medom"
Appendix D13: Review of the specific model PC ~ Csct * type + Csct * layer + type * layer (models 5 
and 6) to Tukey HSD test of model "bee bread" and "bee bread with honey"
lmfit2 <- lm (FS~Csct*tip+Csct*plast+tip*plast)
> summary (lmfit2)
Call:
lm(formula = FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip * plast) 
Residuals:
     Min       1Q   Median       3Q      Max 
-0.69820 -0.23121 -0.05706  0.17580  1.82764 
Coefficients:
                   Estimate Std. Error t value Pr(>|t|)    
(Intercept)        1.777074   0.077932  22.803  < 2e-16 ***
Csct              -0.271248   0.087570  -3.098  0.00211 ** 
p                 -0.008192   0.099691  -0.082  0.93456    
o                 -0.902967   0.099691  -9.058  < 2e-16 ***
CPsr              -0.420325   0.099691  -4.216 3.17e-05 ***
CPzg              -1.018083   0.099691 -10.212  < 2e-16 ***
Csct:p            -0.219806   0.095928  -2.291  0.02254 *  
Csct:o             0.216903   0.095928   2.261  0.02437 *  
Csct:CPsr          0.105625   0.095928   1.101  0.27162    
Csct:CPzg          0.310847   0.095928   3.240  0.00131 ** 
p:CPsr             0.237800   0.115114   2.066  0.03959 *  
o:CPsr             0.226550   0.115114   1.968  0.04986 *  
p:CPzg             0.242400   0.115114   2.106  0.03595 *  
o:CPzg             0.543725   0.115114   4.723 3.38e-06 ***
---
Signif. codes:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
Residual standard error: 0.364 on 346 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.5277,     Adjusted R-squared:  0.51 
F-statistic: 29.74 on 13 and 346 DF,  p-value: < 2.2e-16 
Fit: aov(formula = FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip * plast)
$plast
              diff        lwr         upr    p adj
CPsp-mcp    1.3784125  1.2394291  1.51739585 0.00e+00
CPsr-mcp    1.1403625  1.0013791  1.27934585 0.00e+00
CPzg-mcp    0.6680375  0.5290541  0.80702085 0.00e+00
CPsr-CPsp  -0.2380500 -0.3770334 -0.09906665 7.91e-05
CPzg-CPsp  -0.7103750 -0.8493584 -0.57139165 0.00e+00
CPzg-CPsr  -0.4723250 -0.6113084 -0.33334165 0.00e+00
> TukeyHSD (avfit1, "tip")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
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Fit: aov(formula = FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip * plast)
$tip
           diff         lwr        upr     p adj
p-s    -0.00711875 -0.08198059 0.06774309 0.8516947
> TukeyHSD (avfit1, "Csct")
  Tukey multiple comparisons of means
    95% family-wise confidence level
Fit: aov(formula = FS ~ Csct * tip + Csct * plast + tip * plast)
$Csct
                 diff        lwr         upr    p adj
čisti-mešan   -0.168125 -0.2445305 -0.09171945 2.02e-05
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Priloga E1: Predstavitev glavnih odvisnosti med spremenljivkami
Appendix E1: Presentation of the main dependence between variables
Zastopanost spremenljivk s prikazom števila vključenih vzorcev
Odvisnost protibakterijskega in antioksidativnega delovanja
INHIBICIJSKA CONA / FENOLNE SPOJINE (N = 120)
Odvisnosti protibakterijskega delovanja z dodatnimi spremenljivkami
INHIBICIJSKA CONA / MLEČNA KISLINA (N = 66)
INHIBICIJSKA CONA / GLUKONSKA KISLINA (N = 66)
Odvisnosti med ostalimi opazovanimi spremenljivkami
GLUKONSKA KISLINA / GLUKOZA (N = 66)
FRUKTOZA / GLUKOZA (N = 66)
FENOLNE SPOJINE / GLUKOZA (N = 66)
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Priloga F1: Splošni linearni modeli za testiranje odvisnosti inhibicijskih con z ostalimi spremenljivkami. 
Modeli so izdelani glede na vsebnost cvetnega prahu pravega kostanja Castanea sativa (Csct), tip celic s 
čebeljim  kruhkom  (tip)  in  različnih  plasti  znotraj  satnih  celic  (plast).  Navedeni  so  izrazi  najboljših 
modelov. Skupine so bile narejene na podlagi modelov "čebelji kruhek"1, "čebelji kruhek z medom"2 ter 
"medeni vzorci"3
Appendix F1: General linear models for testing dependencies of the inhibition zones with other variables. 
The models are made according to the content of the pollen of the Sweet chestnut Castanea sativa (Csct), 
the type of cells with bee bread (type) and various layers within the honeycomb cells (layer). The terms of  
the best models are given. The groups were made on the basis of models "bee bread"1, "bee bread with 
honey"2 and "honey samples"3
Zapisi modelov inhibicijskih con z ostalimi spremenljivkami
Model "čebelji kruhek" 1
Model 7.     IC ~ MK * (tip + plast)
Model 8.     IC ~ GK * (tip + plast)
Model 9.     IC ~ MK * tip * plast
Model 10.   IC ~ MK * GK * (tip + plast)
Model 11.   IC ~ MK * FS * (tip + plast)
Model 12.   IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
Model 13.   IC ~ MK * Fru * (tip + plast)
Model 14.   IC ~ FS * (tip + plast)
Model 15.   IC ~ Glu * (tip + plast)
Model 16.   IC ~ Fru * (tip + plast)
Model 17.   IC ~ GK * FS * (tip + plast)
Model 18.   IC ~ GK * Glu * (tip + plast)
Model 19.   IC ~ GK * Fru * (tip + plast)
Model 20.   IC ~ GK + plast
Model 21.   IC ~ GK + tip
Model 22.   IC ~ MK + plast
Model 23.   IC ~ MK + tip
Model 24.   IC ~ MK * plast
Model 25.   IC ~ MK * tip
Model "čebelji kruhek z medom" 2
Model 26.   IC ~ MK * (tip + plast)
Model 27.   IC ~ GK * (tip + plast)
Model 28.   IC ~ MK * tip * plast
se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge F1: Splošni linearni modeli za testiranje odvisnosti inhibicijskih con z ostalimi 
spremenljivkami
Zapisi modelov inhibicijskih con z ostalimi spremenljivkami
Model "medeni vzorci" 3
Model 29.   IC ~ MK * GK * (tip + plast)
Model 30.   IC ~ MK * FS * (tip + plast)
Model 31.   IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
Model 32.   IC ~ MK * Fru * (tip + plast)
Model 33.   IC ~ FS * (tip + plast)
Model 34.   IC ~ Glu * (tip + plast)
Model 35.   IC ~ Fru * (tip + plast)
Model 36.   IC ~ GK * FS * (tip + plast)
Model 37.   IC ~ GK * Glu * (tip + plast)
Model 38.   IC ~ GK * Fru * (tip + plast)
Model 48.   IC ~ Glu * tip 
Model 49.   IC ~ Glu + tip   
Model 50.   IC ~ Glu   
Model 51.   IC ~ MK * plast   
Model 52.   IC ~ MK + plast            
Model 53.   IC ~ MK                                
Model 54.   IC ~ GK * plast   
Model 55.   IC ~ GK + plast              
Model 56.   IC ~ GK                           
Model 57.   IC ~ FS   
1 Satne celice s čebeljim kruhkom (tip odkrite, pokrite, starane) smo brez prisotnosti medu testirali na vse  
  plasti. Pri tem smo uporabili model "čebelji kruhek" (slika 10)
2 Satne celice s čebeljim kruhkom in medom, skladiščenim nad njim (tip pokrite in starane satne celice),  
  smo testirali na vse plasti, vključno s plastjo medu, skladiščenim nad čebeljim kruhkom. Pri tem smo 
  uporabili model "čebelji kruhek z medom" (slika 10) 
3 Medne satne celice (tip starane satne celice), smo testirali z modelom primerjave medu "medeni vzorci" 
  (slika 10) 
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Priloga F2: Prikaz statističnih izrazov testiranih modelov inhibicijskih con z ostalimi spremenljivkami
Appendix F2: Statistical definitions of the tested models of the inhibition zones with other variables
Model Multipli R2 Prilagojen R2 F DF p
7. 0,795 0,753 18,92 9 in 44  0,001˂
8. 0,591 0,508 7,07 9 in 44  0,001˂
9. 0,844 0,771 11,48 17 in 36  0,001˂
10. 0,859 0,780 10,86 19 in 34  0,001˂
11. 0,851 0,767 10,18 19 in 34  0,001˂
12. 0,828 0,732 8,62 19 in 34  0,001˂
13. 0,838 0,747 9,24 19 in 34  0,001˂
14. 0,466 0,357 4,27 9 in 44  0,001˂
15. 0,483 0,377 4,57 9 in 44  0,001˂
16. 0,533 0,438 5,59 9 in 44  0,001˂
17. 0,708 0,545 4,33 19 in 34  0,001˂
18. 0,704 0,538 4,25 19 in 34  0,001˂
19. 0,731 0,581 4,87 19 in 34  0,001 ˂
20. 0,495 0,464 16,32 3 in 50  0,001˂
21. 0,029 -0,029 0,50 3 in 50 0,682
22. 0,732 0,715 45,41 3 in 50  0,001˂
23. 0,556 0,529 20,84 3 in 50  0,001˂
24. 0,750 0,724 28,76 5 in 48  0,001˂
25. 0,569 0,524 12,68 5 in 48  0,001˂
26. 0,807 0,761 17,64 9 in 38  0,001˂
27. 0,598 0,502 6,27 9 in 38  0,001 ˂
28. 0,821 0,738 9,81 15 in 32  0,001˂
29. 0,878 0,795 10,58 19 in 28  0,001˂
30. 0,863 0,769 9,25 19 in 28  0,001˂
31. 0,857 0,760 8,82 19 in 28  0,001˂
32. 0,855 0,757 8,70 19 in 28  0,001˂
33. 0,609 0,516 6,57 9 in 38  0,001 ˂
34. 0,590 0,492 6,06 9 in 38  0,001 ˂
35. 0,586 0,487 5,97 9 in 38  0,001 ˂
36. 0,664 0,436 2,91 19 in 28 0,005
37. 0,692 0,484 3,32 19 in 28 0,002
38. 0,696 0,490 3,37 19 in 28 0,002
39. 0,724 0,620 6,99 3 in 8 0,013
40. 0,720 0,658 11,58 2 in 9 0,003
41. 0,709 0,680 24,38 1 in 10  0,001˂
42. 0,403 0,179 1,80 3 in 8 0,225
      
se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge F2: Prikaz statističnih izrazov testiranih modelov inhibicijskih con z ostalimi 
spremenljivkami
Model Multipli R2 Prilagojen R2 F DF p
43. 0,693 0,578 6,02 3 in 8 0,019
44. 0,473 0,356 4,04 2 in 9 0,056
45. 0,142 0,056 1,66 1 in 10 0,227
46. 0,746 0,601 5,14 4 in 7 0,030
47. 0,915 0,766 6,13 7 in 4 0,050
48. 0,102 -0,235 0,30 3 in 8 0,822
49. 0,088 -0,114 0,44 2 in 9 0,660
50. 0,088 -0,003 0,96 1 in 10 0,350
51. 0,721 0,680 17,26 3 in 20  0,001˂
52. 0,720 0,693 26,97 2 in 21  0,001˂
53. 0,698 0,685 50,90 1 in 22  0,001˂
54. 0,246 0,133 2,17 3 in 20 0,123
55. 0,246 0,174 3,42 2 in 21 0,052
56. 0,223 0,188 6,33 1 in 22 0,020
57. 0,017 -0,081 0,17 1 in 10 0,687
R2  – pojasnjena variabilnost; prilagojen R2  in multipli R2 – delež pojasnjene variance;  Pr (> F) oz. p  – 
meja zaupanja med modeloma (vrednost 1 pomeni, da sta modela identična; dovolj različna pri vrednostih 
 0,05); F ˂ – testiranje razlik med variancami (ANOVA); DF – prostostne stopnje 
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Priloga G1: Primerjave modelov "čebelji kruhek" brez medenih vzorčkov
Appendix G1: Comparison of models of "bee bread" without honey samples
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 9: IC ~ MK * tip * plast
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 367.91
2     36 278.99  8    88.915 1.4342 0.2161
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 10: IC ~ MK * GK * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 367.91
2     34 253.45 10    114.46 1.5354 0.1696
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 11: IC ~ MK * FS * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 367.91
2     34 267.87 10    100.04 1.2698 0.2856
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 12: IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 367.91
2     34 308.03 10    59.873 0.6609 0.7516
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 13: IC ~ MK * Fru * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 367.91
2     34 290.81 10      77.1 0.9014 0.5423
Model 11: IC ~ MK * FS * (tip + plast)
Model 14: IC ~ FS * (tip + plast)
Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     34 267.87
2     44 956.28 -10   -688.41 8.7379 7.064e-07 
***
Model 12: IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
Model 15: IC ~ Glu * (tip + plast)
Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     34 308.03
2     44 926.05 -10   -618.02 6.8215 9.933e-06 ***
Model 13: IC ~ MK * Fru * (tip + plast)
Model 16: IC ~ Fru * (tip + plast)
Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F   Pr (> F)
1     34 290.81
2     44 836.13 -10   -545.32 6.3757 1.95e-05 ***
Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 10: IC ~ MK * GK * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     44 732.52
2     34 253.45 10    479.07 6.4267 1.803e-05 ***
Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 20: IC ~ GK + plast
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 732.52
2     50 905.31 -6   -172.79 1.7298 0.1366
Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 21: IC ~ GK + tip
Res.Df     RSS Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     44  732.52
2     50 1739.24 -6   -1006.7 10.079 5.389e-07 ***
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 22: IC ~ MK + plast
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F  Pr (> F)
1     44 367.91
2     50 481.03 -6   -113.12 2.2549 0.05534
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 23: IC ~ MK + tip
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     44 367.91
2     50 796.16 -6   -428.25 8.5362 3.621e-06 ***
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 24: IC ~ MK * plast
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F  Pr (> F)
1     44 367.91
2     48 448.42 -4   -80.514 2.4073 0.06364
Model 7: IC ~ MK * (tip + plast)
Model 25: IC ~ MK * tip
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     44 367.91
2     48 772.06 -4   -404.16 12.084 1.036e-06 ***
Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 17: IC ~ GK * FS * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 732.52
2     34 523.60 10    208.92 1.3566 0.2418
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Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 18: IC ~ GK * Glu * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 732.52
2     34 530.95 10    201.57 1.2908 0.2744
Model 8: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 19: IC ~ GK * Fru * (tip + plast)
Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     44 732.52
2     34 481.29 10    251.23 1.7748 0.1038
Priloga G2: Primerjave modelov "čebelji kruhek z medom" z medenimi vzorčki nad čebeljim kruhkom
Appendix G2: Comparison of models of "bee bread with honey" with honey samples over the bee bread
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Model 26: IC ~ MK * (tip + plast) 
Model 28: IC ~ MK * tip * plast
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 356.00                           
2     32 329.28  6    26.723 0.4328 0.8514
Model 26: IC ~ MK * (tip + plast) 
Model 29: IC ~ MK * GK * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 356.00                           
2     28 225.41 10     130.6 1.6223 0.1515
Model 26: IC ~ MK * (tip + plast) 
Model 30: IC ~ MK * FS * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 356.00                           
2     28 253.47 10    102.54 1.1327 0.3741
Model 26: IC ~ MK * (tip + plast) 
Model 31: IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 356.00                           
2     28 263.87 10    92.133 0.9776 0.4839
Model 26: IC ~ MK * (tip + plast) 
Model 32: IC ~ MK * Fru * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq     F Pr (> F)
1     38 356.00                          
2     28 267.03 10    88.978 0.933 0.5189
Model 30: IC ~ MK * FS * (tip + plast) 
Model 33: IC ~ FS * (tip + plast)
  Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F    Pr (> F)    
1     28 253.47                                   
2     38 721.33 -10   -467.86 5.1684 0.0002749 
***
Model 31: IC ~ MK * Glu * (tip + plast)
Model 34: IC ~ Glu * (tip + plast)
  Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F    Pr (> F)
1     28 263.87
2     38 756.95 -10   -493.08 5.2322 0.0002497 
***
Model 32: IC ~ MK * Fru * (tip + plast) 
Model 35: IC ~ Fru * (tip + plast)
  Res.Df    RSS  Df Sum of Sq      F    Pr (> F)    
1     28 267.03                                   
2     38 764.12 -10    -497.1 5.2125 0.0002572 
***
Model 27: IC ~ GK * (tip + plast)
Model 29: IC ~ MK * GK * (tip + plast) 
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F    Pr (> F)    
1     38 741.88                                  
2     28 225.41 10    516.48 6.4157 4.625e-05 *** 
Model 27: IC ~ GK * (tip + plast)  
Model 36: IC ~ GK * FS * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 741.88                           
2     28 619.43 10    122.45 0.5535 0.8367
Model 27: IC ~ GK * (tip + plast) 
Model 37: IC ~ GK * Glu * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 741.88                           
2     28 567.07 10    174.82 0.8632 0.5761
Model 27: IC ~ GK * (tip + plast) 
Model 38: IC ~ GK * Fru * (tip + plast)
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     38 741.88                           
2     28 560.53 10    181.36 0.9059 0.5408
Priloga G3: Primerjave modelov "medeni vzorci" z medenimi vzorčki nad čebeljim kruhkom
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Appendix G3: Comparison of models of "honey samples" with honey samples over the bee bread
Model 39: IC ~ MK * tip
Model 41: IC ~ MK             
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1      8 130.35                           
2     10 137.21 -2   -6.8629 0.2106 0.8144 
Model 40: IC ~ MK + tip
Model 41: IC ~ MK             
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq     F Pr (> F)
1      9 132.00                          
2     10 137.21 -1   -5.2069 0.355  0.566
Model 43: IC ~ FS * tip      
Model 44: IC ~ FS + tip
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F  Pr (> F)  
1      8 144.78                              
2      9 248.55 -1   -103.78 5.7344 0.04354 *
Model 43: IC ~ FS * tip              
Model 46: IC ~ FS * tip + MK
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1      8 144.78                           
2      7 119.77  1    25.006 1.4615 0.2659
Model 43: IC ~ FS * tip             
Model 47: IC ~ MK * FS * tip
  Res.Df     RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1      8 144.775                           
2      4  40.225  4    104.55 2.5992 0.1887
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Priloga G4: Primerjave modelov "medeni vzorci" z medenimi vzorčki nad čebeljim kruhkom in medom iz 
mednih satnih celic 
Appendix G4:  Comparison of models of  "honey samples" with honey samples over the bee bread and 
honey from the honeycomb cells
Model 51: IC ~ MK * plast
Model 52: IC ~ MK + plast             
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     20 162.31                           
2     21 163.28 -1  -0.96701 0.1192 0.7336
Model 52: IC ~ MK + plast
Model 53: IC ~ MK                                 
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     21 163.28                           
2     22 175.84 -1   -12.562 1.6156 0.2176
Model 54: IC ~ GK * plast
Model 55: IC ~ GK + plast              
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     20 439.45                           
2     21 439.48 -1 -0.029167 0.0013 0.9713
Model 55: IC ~ GK + plast
Model 56: IC ~ GK                           
  Res.Df    RSS Df Sum of Sq      F Pr (> F)
1     21 439.48                           
2     22 452.49 -1   -13.009 0.6216 0.4393
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Priloga H1: Prikaz deležev glavnih tipov cvetnih prahov s prevladujočo vrsto ter ostalimi pogostejšimi 
tipi (> 10 %). Vzorci pri glavni raziskavi so bili vključeni iz prvih 5 satov (N = 120)
Appendix H1: Display of proportions of the main types of pollen with the predominant type, and other  
most  frequent  types  (>10  %).  The  samples  in  the  main  survey  were  included  from  the  first  five 
honeycombs (N = 120)
Satna
tip/plast
 o-zg  o-sr  o-sp
celica [1] % [2] % [1] % [2] % [1] % [2] %
[3] % [4] % [3] % [4] % [3] % [4] %
1 CS 97,3 / / CS 98 / / CS 100 / /
2 CS 100 / / CS 99,3 / / CS 99,7 / /
3 CS 100 / / CS 100 / / CS 100 / /
4 CS 98,3 / / CS 100 / / CS 100 / /
5 CS 96,3 / / CS 98,3 / / CS 91 / /
6 CS 99,3 / / CS 93 / / CS 100 / /
7 CS 99,3 / / CS 100 / / CS 100 / /
8 CS 98,7 / / CS 99,3 / / CS 100 / /
9 CS 91 / / CS 94,7 / / CS 95 / /
10 CS 94,7 / / CS 91 / / CS 91,7 / /
11 CS 86 A-J 10 CS 93,3 / / CS 90,3 / /
12 CS 97 / / CS 98,7 / / CS 99 / /
13 CS 96,3 / / CS 92,3 / / CS 98 / /
14 CS 95 / / CS 91,7 / / CS 91,3 / /
15 CS 94 / / CS 94,3 / / CS 94,7 / /
16 CS 91,7 / / CS 99 / / CS 100 / /
17 CS 88 / / Ve 36,7 A-J 25 CS 43,3 sd 28
/ / / / CS 12 / / / / / /
18 CS 83,7 / / CS 79 A-J 10 CS 26,3 A-T 23,3
/ / / / / / / / A-J 16,7 Fi 10,3
19 CS 84,3 / / CS 75,3 TR 11,3 CS 91,3 / /
20 CS 86 / / CS 85 / / CS 90 / /
21 CS 92,7 / / CS 93,3 / / CS 55,7 Pl 18
22 CS 99 / / CS 94,7 / / CS 94,3 / /
23 CS 91,3 / / CS 62,7 N 24,3 CS 77 N 12,7
24 CS 94 / / CS 85 Pl 13,7 CS 95,7 / /
25 CS 100 / / CS 100 / / CS 95,7 / /
26 CS 100 / / CS 79 TR 19 CS 90,7 / /
27 CS 100 / / CS 100 / / CS 99,7 / /
28 CS 100 / / CS 99,7 / / CS 98,7 / /
29 CS 100 / / CS 97,7 / / CS 91,3 / /
se nadaljuje
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nadaljevanje Priloge H1: Prikaz deležev glavnih tipov cvetnih prahov s prevladujočo vrsto ter ostalimi 
pogostejšimi tipi (> 10 %)
Satna
tip/plast
 o-zg  o-sr  o-sp
celica [1] % [2] % [1] % [2] % [1] % [2] %
[3] % [4] % [3] % [4] % [3] % [4] %
30 CS 100 / / CS 93 / / CS 95,7 / /
31 CS 100 / / CS 93,3 / / CS 97,7 / /
32 CS 100 / / CS 100 / / CS 100 / /
33 CS 93 / / CS 94 / / CS 74,3 Pl 17,7
34 CS 93,7 / / CS 97,7 / / CS 79,3 Pl 19
35 CS 90 / / CS 74,7 Ti 20,3 CS 83,7 / /
36 CS 77 sd 10,7 CS 65,3 Pl 24 CS 70,7 Pl 24,3
37 CS 78,7 / / CS 95 / / Pl 40,7 CS 34
38 CS 94 / / CS 79,7 Ru 12,7 CS 84 N 12,3
39 CS 81,3 / / CS 73,3 / / CS 78 Po 11,7
40 CS 97,7 / / CS 81 TR 10 CS 70,7 TR 17,3
[1]  –  najpogostejša rastlinska vrsta;  [2]  – druga najpogostejša rastlinska vrsta  (> 10 %);  [3]  – tretja 
najpogostejša  rastlinska  vrsta;  [4]  –  četrta  najpogostejša  rastlinska  vrsta.  Najpogosteje  zastopane 
botanične skupine: CS (Castanea sativa); TR (Trifolium repens); A-J (Asteraceae – J tip); A-T (Asteraceae 
– T tip);  Ve (Verbascum sp.);  Pl (Plantago sp.);  Fi (Filipendula sp.);  Ti (Tilia sp.);  Ru (Rubus sp.); Po 
(Poaceae); sd (sadno drevje); N (nedoločen)
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Priloga H2: Prikaz deležev tipov cvetnih prahov v satnih celicah, ki so v zgornji plasti imele najširše 
inhibicijske cone. Vzorci pri analizi ožje skupine vzorcev so bili vključeni iz vseh 6 satov (N=18)
Appendix H2: Display of proportions of types of pollen in the honeycombs having the widest inhibition 
zones in the upper layer. Samples from the core group of sample analysis were included from all six  
honeycombs (N = 18)
Satna
tip/plast
 p-zg  p-sr  p-sp
celica [1] % [2] % [1] % [2] % [1] % [2] %
[3] % [4] % [3] % [4] % [3] % [4] %
1 CS 98,7 / / CS 98,3 / / CS 99,3 / /
2 CS 94,3 / / CS 95,7 / / CS 99 / /
3 CS 84 Pl 14,7 Pl 53 CS 44,3 CS 71,7 Pl 11,7
4 CS 99,3 / / CS 94 / / CS 98,3 / /
5 CS 95,3 / / CS 95,3 / / CS 93,3 / /
6 Qu 77,3 sd 15,3 Qu 55 Sa 32 A-T 69,7 Qu 21
 
[1]  –  najpogostejša rastlinska vrsta;  [2]  – druga najpogostejša rastlinska vrsta  (> 10 %);  [3]  – tretja 
najpogostejša  rastlinska  vrsta;  [4]  –  četrta  najpogostejša  rastlinska  vrsta.  Najpogosteje  zastopane 
botanične skupine: CS (Castanea sativa); A-T (Asteraceae – T tip); Pl (Plantago sp.); Qu (Quercus sp.); 
Sa (Salix sp.); sd (sadno drevje)
